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(57) Beschrieben werden Fusionsproteine aus ei- 
nem gegebenenfalls C-tenminal deletiertem Furinderi- 
vat Oder Derivat eines Furinanalogen und einer hetero- 



ogen Sequenz. Verfahren zu deren Herstellung. sowie 
Verfahren zur Gewinnung von Pro-Proteinen aus Pro- 
teinen unter Verwendung der erfindungsgema0en Pro- 
Proteine. 
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Die Erfindung betrifft ein neues Fusionsprotein. abgeleitel von Furin oder einem Furinanalogon. sowie ein Verfah- 
ren zur H^sSrung von Proteinen aus Pro^^roteinen durch das Fusionsprotein, insbesondere von von W.llebrand- 

'^""^Z'^S^TA^te^'le^^^ neben PACE4. PC1/PC3. PC2. PC4 und PC5/PC6 zur Gruppe der Subtl.isln- 
ahniLhrn Se?n pVoteasen die eine wichtige Roile bei der Spaltung von Pro-Protelnen. spez.ell .m sekretonschen 
ahnlichen S^nn-Proteasen aie eine w c 9 Qncoaen 4-115-136. 1993). Pro-Proteine werden post-translato- 
^i::::S^^Z^<^ eXne pSeL in ihre re«e prozessiert. Die Protease-Sp^t- 
sfe^e wSll Erkennungssequenz auf. die durch die Aminosauresequenz Arg-X-Lys/Arg-Arg gekenrize^hnet ,st 
Sie Pr^eirFur^ s^^^^^^ Ro-Proteine spezifisch nach dieser Konsensus-Sequenz (Hosaka et al.. J.B.ol.Chem. 266. 

o'ie DNA^ undLnosauresequenz des humanen und des muhnen Furins. sowie we;tere Proteine mit Subtilisin_ 
ahnlfche^Prote^^^^^^^ 

2197-2202 1986 Barr et al.. DNA Cell Biol. 10:319-328.1991. \fen den Ouweland et al.. Nucleic Acids Res^ 17. 
7101 I1L 1989 SnSnOuweland et al.. Nucleic Acids Res. 18:664, 1990. Smeekens et al. J" ^'o'- Chern. 
265 2997-^(S S^e et al 1991. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88; 3^-3;^ ^ijer et -'^«^1. DNA^^^^^^^^^^ 

^:rec=sr^e%"^ 

stein-reiche Region, eine transmembrane und eine cytoplasmatische Domane (\fen de Ven et al.. Cnt. Rev. Oncogen., 

' TntLwes ?uriLrd in das Membransystem des Golgi-Apparates eingebaut und ist dorl f unktion^ 
et a J CeirBbMII-2851-2859. 1990). Eine trunkierte Form des uberexprimierten nat.ven Funns von 75-0) kD 
k^nme im zLSls a^^^ als sezemiertes Protein detektiert werden (Wise et al Proc. Nf - A^dL S... USA 87. 
S?8 9^2. 7990). Dieses natOrlich sekretierte Furin ist als 'shed furin" bekannt f f^^.^'J ^^J^J^ 
Res Comrii. 195:1011-1018. 1993) und wird N-temiinal des transmembranen Te.ls gespalten (Vey et al. J. Cell Biol. 

'^^Sntl^fschl^iurztes Furin. bei demder k 

del ^eTJr^n ebenS exprimiert und entsprechend sezemiert werden. Solcje N-terminalen Del^^^^^^^^ 

for Am^os^uren .714-794 (Leduc et al. . Bic.. ^^^^ f gl. t Z l^Z. fs8: 

^^^:r^rd^3crnrD^2i^ 
-rrdS^te^^^sct^^^^^^^ 

Expelente^mitpr^vonW.llebrand-Faktor(pro-vWF)festgeJ^^^^^^ 

Am^nosauren und maturem von Willebrand-Faktor (vWF) mit 2050 Aminosauren (Venweij et a"- EMBO J. ib4/, 
tgeer^rFreStTung von maturem vWF aus pro-vWF resultiert aus einer proteolytischen Spaltung nach Arg763^ 
SewfonirpSvWFcDNAineukaryotischenExpressb^^^^ 

is S) kD prvWF und des 260 kD reifen vWF im Zellkulturuberstand. vWF wird in seine rerte 

Zellen vermutlich durch endogen vorkommendes Furin prozessiert (Wise et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87. 

eine R^e voXr^onen u° d Wachstumsfaktoren (z.B. ProaktMn A Hepatozyten-Wach^umsta^^^^ 
nen (Albumin, Faktor VII. Faktor IX, FaktorX). Rezeptoren (Insulin-Prorezeptor), P^°.^^ "!"i"^„^ rt a. 5 Btol 

"fluenza Virus Hamagglutinin) sowie bakteriellen Proteinen (^^^'^Z^^^^^^^^^^ ^99^ ' wasS 

Chem 269 12240-12247 1994, Stieneke-Grober etal.. EMBOJ. 11:2407-2414. 1992, Barr, Cell 66.1 -3. 1991 , Wasiey 
et al J sfo ChtL, 2;?e^^^^ 1993. Klimpel etal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:1 0277- 1Q281 Jsj^oka 
et aU ^1 Chem. 268:26461-26465. 1993. Bresnahan et al.. J. Cell Biol. 111:2851-2859. 1990, Hosaka et al.. J. 
Biol Chem 266 12127-12130, 1991. Vey et al. J. Cell. Biol. 127: 1829-1842. 1994). 

DurrKofxprelsion der ,ur intaktes'purin und ,0r ein Pro-Protein kodierenden N"^einsauresequenzen in u^- 
ryotischen Zellkulturen wurde eine erhohte Prozessierung der Pro-Proteine ^-^1%^;^^*"'^?^^^^^^ 
lOr pro-Faktor IX (Wasiey et al.. J. Biol. Chem. 268:8458-8465. 1993) und pro-vWF (WO 91/06314. V^n.de Ven 
Mol Bio Rep 1 4 265-275. 1 990. Rehemtulla et al.. Blood 79:2349-2355. 1 992) gezeigt. ^. ^ ^ . p,_ 

N?ben der Kofxpress^ von intaktem Furin mit Pro-Proteinen gibt es ebenfalls ^^'^^^ ^^^^^^^^ 
Proteinen gemeinsam zu exprimieren. Deletiertes Furin ist bei KoeXpression in vivo enzymat.sch akt.v und wird 
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^ al.. Proc. Natl. ZaS. sruSAl9 %Z%279Z9S (Rehemtulla et 

tung von HI V gpi 60 durch Furin ' ^ beschreiben die in vrtro-Spal- 

Acad. Sci. USA89-10277-1oSl 199IT ^fhori« 1^! 4 ^'^^^-Tox-n (Klimpel et al. Prcx:. Natl. 

undpro-Faktor.X(Was^y e?rj IS^^^^^^^^^ 
^0 1994) erfolgreich durchgefuhrt we«Jen 8458-8468. 1993. Bristol et al., Biochemistry 33: 14136-14143. 

star,denvor,2ellen. transfiziertmitp?^vWF bzrde^ "Jl^".? "^'^^^^^ "^ber- 

14136-14143. 1994T?ipaL weCdtn F^f^S^^^ • Biochemistor 33: 

1993. J. Biol^hem iSISI:^?' ""^e^ ar,alogen Bedingungen Faktor IXgespalter, wird (Vfesley et al. 

^^^^ 

Kullivl.mn9S«(SBen ur^«i.^, ^„l^t^^r " ><•"» 9enon™»n W8,d,n: der B«Jart an 

bringen tenn ^ ^ ™3» KonttminMlonsprablenie mil sich 

turig und Notwendigrelt d^r 

eine gro3e Bedeu- 

insbesondere fur die groBteSnisSe He^ternnl T'^'r"^ furin-aktivierten Proteinen aus Pro-Proteinen, 
Da« 7ioi h1;. , «^°"'®"'"'sche Herstellung von rekombtnanten Blutfaktoren. wie etwa pro-vWF 
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duroh Deletion entfernt ist und ^'^'^^J^l^^'^';^^^^^^^ teXeroioge Sequenz. wie etwa ein heterologes 

tZ in dor he°;ero.^In fe^uem .iegen.Vannen aus einer Anreihung von mehreren. gle^hen Oder versch.edenen 



b^ciJute Ausf uhrungsto^ der vorliegonden Erfindung betrim ein Fusionsprotein. d--" .^^If-J^dTn 
dS, Lr^t Analo^^ zusatzlich die Cystein-reiche Region deletiert sein. ^-e enzymat-sche AW,^^^ des 

»„s Fur^SL^S. F„*.X«n 9en»rt,«en P,o,e»» bzw. Nuld»nau,eo. welch. Fu**r„che b»,og,.ohe AMi- 

z.r Rawgung und/ oda, » FunWonsatudlan «=n 'IST EP 0 IS'oS^' 

Q/-i I iQA Rfl Rqyp^qyfi 1991 Hoffmann et a L. Nucleic Acids Res 1 9,6337 -b J Ja. lyy i , cr u v-**:;- 

reC.!fbev?rfu5n /^^^^^^^^ Erfindung wurde ein Furinderivat mit deletierter cytoptas- 

n^tilTind irSbraner RegKx, mK einem Peptid aus mehreren Hi^tidin^Resten 1u^^^^^^^^^ be^ 
sonderen Ausfuhrungsform ist Furin derart modSiziert, daS die fur ^^J^'^'^;'^^"^''^^^ 

kodierendenSequenzen(Aminosaure70Bbls794)deletiert(rFunnATM)undnachderAm.nosaure707diekod,erena 
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Sequenz fur sechs Histidin-Reste angehangt werden. Das so ertiaftene Fusionsprotein wurde mit rFurinATM-His be- 
zeichnet. 

Eine weitere AusfOhrungsform der Erf indung betrifft ein Fusionsprotein. bei dem ein Furlnderivat oder Derivat eines 
Funnanalogons mit deletiertem transmembranen und cytoplasmatischen Teil sowie der Cystein-reichen Region mit 
einem Affinitatspeptid aus mehreren Histidin-Resten fusioniert wurde. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform wurde ein Furinderivat. bei dem neben der transmembranen und cytoplas- 
matischen Domane die Cystein-reiche Region nach Aminosaure 585 deletiert war. mit sechs Histidin-Resten fusioniert 
Dieses Fusionsprotein wurde mit rFurinACys-His bezeichnet. 

Die Fusion eines Furinderivats oder eines Derivats eines Furinanalogons mit einer heterologen Sequenz soli qe- 
ma6 dervoriiegenden Erfindung soausgefuhrt sein. dal3 die katalytische Funktion des Furins oder Furinanaloaen im 
wesentlichen nicht beeintrachtigt wird. ^ 

GemaO einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird daher zwischen die Sequenz des Furinderivats 
Oder eines Denvat eines Furinanalogons und die heterologe Sequenz ein kurzer Peptid-Spacer inseriert urn das ka- 
talytische Zentrum des Furinderivats sterisch nicht zu behindem. 

Dies ist insbesondere dann von Vorteil, wenn eine direkte Fusion der Cystein-reichen Region des Furinderivats 
mit einem Peptid die enzymatische Aktivitat des Furinderivats beeintrachtigt, die Kopplung an den Trager durch che- 
mische oder stensche Wechselwirkungen behindert oder mit einer effizienten Prozessierung des Pro-Proteins inter- 
fenert. Dieser kurze Peptid-Spacer, der vorzugsweise aus 5 bis 1 5 Aminosauren besteht. ist im speziellen aus kleinen 
flexiblen Aminosauren, wie Alanin oder Glycin. zusammengesetzt. In einer besonderen AusfOhrungsform wird zwi- 
schen die Furin-kodierende Sequenz und die heterologe Sequenz von 6 Histidin-Resten ein Spacer bestehend aus 
Ala-Ala-Gly-Gly- Ala-Ala inseriert. Die so entstandenen Fusionsproteine wurden mit rFurinATM-Spacer-His und ri=u- 
rinACys-Spacer-His bezeichnet. 

Das erfindungsgemaee Fusionsprotein weist uber seinen Protein-. Polypeptid- oder Peplidanteil spezifische Bin- 
dungseigenschaften zu einem festen Tiager auf. Als feste Trager konnen dabei Trager mit (SchwertMetallionen wie 
twa Ni2+, Co2+. Mg2* Li2+ oder mit Antikorpem eingesetzt werden. 

GemaU einem besonderen Aspekt der voriiegenden Erfindung wird das Fusionsprotein durch seine Bindung an 
den festen Trager immobilisiert. Bevorzugtenweise wird das erfindungsgemaBe Fusionsprotein mit einem heterologen 
Sequenzanteil bestehend aus mehreren Histidin-Resten aufgrund dessen Affinitat zu (Schwer)-Metallionen insbeson- 
dere zu Ni2+, oderzu spezifischen anti-Poly-Histidin-Antikorpern. gebunden. 

In einer besonderen AusfOhrungsform werden die Konstrukte rFurinATM-His. rFurinACys-His rFurinATM-Spacer- 
His und rFurinACys-Spacer-His Ober ihre Affinitat zu Ni2*-lonen. oder zu einem Antikorperan den Trager gebunden 
Der feste Trager kann gemaO der voriiegenden Erfindung als Matrix zur VerfOgung gestellt werden. Die Bindung an 
die Matrix erfolgt dabei uber die affinen Gruppen des festen Tragers, so daB das Fusionsprotein frei zuganglich ist 
Dies ist insbesondere dann von Vorteil. wenn das an den Trager immobilisierte Fusionsprotein fOr die proteolytische 
Spaltung von Pro-Proteinen eingesetzt wird und dieser ProzeB gebunden an einer K/latrix erfolgt. 

Als fvlatrix. an der der Affinitatstrager adsorbiert. konnen naturiiche und synthetische Matrices, wie Sepharose 
Agarose, Gelatine, Acrylate etc. venivendet werden. Die feste Matrix tragt je nach Versuchsansatz eine funktionelle 
Gruppe, die den Trager spezifisch binden kann. 

„ ^P®"^ voriiegenden Erfindung betrifft die rekombinante DNA kodierend f Or die erfindungsgema- 

to lien Fusionsproteine. ^ 

Zur Konstrukion der Fusionsproteine wird die kodierende Nukleotidsequenz von Furin oder einem Furinanalogen 
derart modifiziert, da6 die kodierende Sequenz fur den cytoplasmatischen und transmembranen Bereich, und gege- 
gebenenfalls fur die Cystein-refche Region deletiert wird (Vfen der Ven et al. 1993. Crit.Rev Oncogen 4 H5-136) Dies 
erfolgt durch aus dem Stand der Technik bekannte gentechnische Methoden, wie spezifischen Restriktionsverdau mit 
Endonukleasen. Ligatbn oder PGR. Die so hergestellten Deletionsmutanten werden dann mit einer heterologen Se- 
quenz ebenfalls Ober bekannte Techniken, fusraniert. 

Die erfindungsgemaSen Fusionsproteine konnen ebenfalls durch chemische Synthese hergestellt werden 
Die Fusionsproteine werden vorzugsweise durch rekombinante Expression hergestellt. Die gentechnische Her- 
stellung kann mit alien gangigen eukaryontischen Expressionsystemen. wie z.B. permanenten Zellinien oder viralen 
Expressionssystemen. erfolgen. Die permanenten Zellinien werden hergestellt durch stabile Integration der Fremd- 
DNA in das Wirtszellchromosom z.B. Vero, MRC5. CHO. BHK. 293, Sk-HepI, insbesondere Leber- und Nierenzellen 
Oder durch einen episomalen Vektor. abgeleitet von z.B. Papilloma Virus. Virale Expressbnssysteme. wie Vaccinia 
Virus. Baculovirus oder retrovirale Systeme konnen ebenfalls eingesetzt werden. Als Zellinien werden allgemein Vero 
MRC5. CHO. BHK. 293, Sk-Hepl. DrOsen-. Leber- und Nierenz lien eingesetzt. Als eukaryotische Expressionssysteme 
konnen auch Hefen, endogene DrOsen (z.B. Drusen transgener Tiere) und andere Zelltypen. die endogen Furin oder 
Funnanaloge exprimieren. verwendet werden. NatOriich konnen auch transgene Tiere zur Expression von Furin oder 
Denvaten davon venwendet werden. Zur Expression der rekombinanten Proteine haben sich im speziellen CHO-OUXS 
B11 Zellen bewahrt (Uriaub et aL. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220. 1980). 
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Zur rekombinanten Herstellung der erfindungsgemaBen Fusionsproteine konnen auch prokaiyontische Expressi- 
onssysteme eingesetzt werden. Hierzu eignen sich insbesondere Systeme. die eine Expression in E. coli oder B. 

subtilis eriauben. . 
Die Fusionsproteine werden in den entsprechenden Expressionssystemen unter der Kontrolle eines geeigneten 

s Promotois exprimiert. Im Fall der Expressran in Eukaryonten eignen sich dazu alle bekannten Promotoren. w.e SV40-. 
CMV- RSV- HSV- EBV- p-Actin-. hGH oder induzierbare Promotoren wie z.B. hsp- oder Metallotliionein-Promotor. 
Vorzu'gsweise werden dieFusionsproteine unter Kontrolle des p-Actin-Promotors in CHO-DUXS B1 1 -Zellen expnmiert. 

GeimaB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Effindung wird ein Fusicyisprotein-Kompiex enthattend em erf.n- 
dungsgemalJes Fusionsprotein und einen festen Trager zur VertOgung gestellt. Als teste Trager konnen dabei Trager 

TO mit Metallionen. wie etwa Ni2- Co2- Mg2* Li2- oder Antikorper eingesetzt werden. Das Fusionsprotein bildet dabei 
mit derti Trager einen stabilen Komplex. wobei dieser Komplex gemaU einem weiteren AspeW der Erfindung aus einer 
Losung durch Bindung an eine Matrix entfemt werden kann. Die BIndung an die Matrix ertolgt dabei selektiv. wodurch 
keine weiteren Bestandteile der Losung an das Tragermaterial gebunden werden. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform wird der Fusionsprotein-Komplex dadurch erhalten. dalJ eine Fusionspro- 

is tein-haltige Losung. vorzugswelse ein Zellkulturuberstand, mit einem festen Trager. gegebenenfalls gebunden an eine 
Matrix in Kontakt gebracht wird. wodurch das Fusionsprotein spezifisch an den Trager adsorbierte. Das Fusionsprotein 
kann ^ selektiv aus der Losung entfemt werden und das.Fusionsprotein-freie Medium wieder zur Zellkultur zuruck- 
gef uhrt werden Dies ist insbesondere deshalb von \torteil, da wahrend des Zellwachstums von den Zellen ausgeschie- 
dene wichtige Wachstumshorrrrane dem Zellkultursystem wieder zur VerfOgung gestellt und nicht durch Mediumwech- 

20 s I ausverdunnt werden. Gleichzeitig wird das mit dem Zellwachstum interferierende Fusionsprotein selektiv aus dem 
Medium entfemt und kann so das ZeHwachstum nicht mehr negativ beeinflussen. Der so gewonnene Fusionsprotein- 
Komplex kann zur spezifischen in vitro-Spaltung von Pro-Protein zu Protein eingesetzt werden oder aber vom Trager 
wieder tosgelost und separat aufgearbeitet werden. 

Ein anderer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Proteinen aus Pro-Pro- 

zs teinen, bei dem ein Pro-Protein durch ein erfindungsgemaSes Fusronsprotein oder einen Fusionsprotein-Komplex 

proteolytisch gespalten wird. ^ , ^ • 

Unter Pro-Proteinen sind hierbei samtlkshe Vorstufen von Proteinen verstahden. welche durch geeignete proteo- 
lytische Behandlung in funktionelle Proteine umgewandett werden konnen. Insbesondere konnen Pro4=roteine Pro- 
Enzyme. Pra-Pra-Enzyme Oder andere (inaktlve) Vbrstufenvon bkxhemisch (physiologisch) oder biotechnologisch 

30 V rwendbaren Proteinen oder Enzymen sein. ..... . • 

Die erfindungsgemaBe Herstellung von Proteinen aus Pro-Proteinen kann einerseits in an sich bekannter Weise 
durch Koexpressfon der kompletten kodierenden Sequenzen des Pro^'roteins mit dem erfindungsgemaBen Fusions- 
prot in in einer Zelle erfolgen. Da das erfindungsgemaBe Fusionsprotein insbesondere aufgrund der gegebenenfalls 
f hienden cytoplasmatischen und transmembranen Region im Furinanteil oder seinen Analogen als losliches Protein 

35 aus der Zellen sezemiert wird, kann es nach Expresston seine enzymatische Aktivitat sowohl in der Zelle als auch im 
Zelluberstand ausfOhren. Damit ist gewahrleistet. daB auch moglichenweise in den Uberstand sezemiertes. unprozes- 
siertes Pro-Protein durch das losliche Fusionsprotein gespalten wird und somit das Pro-Protein vollstandig in seine 
mature Fomi uberf uhrt wird. Bei diesem Verfahren erfolgt die proteolytische Spaltung sowohl in vivo, also in den Zellen, 
als auch in vitro. Insbesondere die Spaltung in vitro, also auBertialb der Zellen. stellt aufgrund der loslichen Eigen- 

40 schaften des Fusionsproteins einen zusatzlichen ProzeS zur Spaltung von in den Uberstand sezemiertem. unprozes- 

siertem Pro-Protein dar. „so«» 
GemaB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird das Pro-Protein durch das erfindungsgemaBe 
Fusionsprotein in vitro in das mature Protein gespalten. Bei der in vitro-Spaltung sind. im Gegensatz zur zuvor darge- 
legten in vivo-Spaltung keine lebenden Zellen mehr direkt oder indirekt involviert. 

45 GemaB einer besonderen Ausfuhrungsfomn der vorliegenden Erfindung liegen beide Reaktionspartner. das Pro- 

Protein und das Fusionsprotein in Losung vor. Die Losung kann dabei ein zellfreier Kulturuberstand sein. bei denen 
das Pro-Protein und das Fusionsprotein zwar koexprimiert werden. das Pro-Protein jedoch erst im Zelluberstand voll- 
standig in seine mature Form gespalten wird. Die Losung kann jedoch auch ein ZellkulturOberstand von Zellen sein, 
bei denen Zellen transfiziert mit rekombinantem Fusionsprotein bzw rekombinantem Pro-Protein kokultiviert werden 

so und die exprimierten Proteine (bei in vitro-Anwendung: nach Abtrennung des Zellmaterials) im Zellkulturuberstand 
miteinander reagieren. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform werden das Fusionsprotein und das Pro-Protein in separaten Zellkultur- 
systemen exprimiert, gegebenenfalls gereinigt. und miteinander gemischt. Diese Ausfuhrungsfomi eriaubt 2"^ einen 
fur das Pro-Protein eine hohere Expresskxi im Vergleich zur Ko xpression oder Kokultivierung. da der negative Effekt 
55 der Protease wahrend des Zellwachstum entfaltt. zum anderen eine hohere Ausbeute an prozessiertem Matenal nach 

d r in vitro-Prozessierung. ^ „, » 

GemaB einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung wird das Fusionsprotein aus dem Zellkulturuber- 
stand. unabhangig. ob es durch Koexpression oder separate Expression hergestellt wird. entfemt. Da tosliches Furin 
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auchimZellkulturuberstandproteolytischaktivistfWaslevetal- iqqi i r,vm r«K« o=o 

schon erwahnt. di Anwesenheit der Protease das X.ioS w.^I f J 268:8458-8465). schrankt. wie 

Die erfindungsgema3en Fusionsp^ternTbitee^^^ wachsenden Zellinien ein. 

teolytische Aktivitat wie Furin oder FurinanalcSundrerferZn Shpf k ^T""^ ? "^^^^^'^^^^^ ^''^ Sleich pro- 
s seeinwirkung auf die Zellen kann jedoch e^rngsgeS^^^ T """^ P^^'ea- 

—ert bzw^weitgehend ve Jde. werden,3?r^^^^ 

ger.::iTsru:c^^^^^^^ 

entfemt werden. Kontakt-bnngen mrt emem festen Trager aus der Fusionsprotein-haltigen Losung 

einetsrM:rge^rptrdtra^^^^^^ 

anschlieBend wieLr zur'zeTkulr zuf ^ge^^^^^^^ TsZ Aalr L'b "'P-^-''-- ^^edium wird 

vorzugsweise ir, einem kontinuieriichen PrLa L S^zZ .lTe^:^^^^^^^ "'.'^ 
ein kontinuierliches Verfahren. bei dem in vorqeaebenen zZlZtlZTT r^ ZTn "evorzugt ist dabei 

'5 IVIatrix erfolgt. Dadurch wird gewahrleiste^ ^Sbf^^^nHin^T ! ^"^'='^""'5 ZellQberstandes Ober eine 

festen Trjr gebunden ^r^^^^TfLZs^T^^ das Fusionsprotein in einem Komplexan den 

der Protease auf das Zellwachstum wini Srchlterk Suz^e^^^^ """'"^ ^'^^ 

was wiederum die Ausbeute an Expressionsor^utt IlXft r? T 5 ^" 9'°''®'®' "^'^l^'^ wachsen. 

Anreicberung des Fusk^nsprS^inrn^^rS" 

gewahrleistet ist. Ein besonderer Vorteil dieses Verfahr*>n., L^tHl^i.Hi/^ f'^e hohe Reinheit des Fusionsprateins 

^ gebundenen Trager ist gem^3 dem beschTS^^^^^^^^ Si^S. ' f^«'^®"'°'9« an eine Saulenmatrix 

sequentiell. wobei die F:sionsp^^^^^^^^ t fT" 

Dieses Verfahren bietet den Vo'rteii. daB Seim SSa^^^efFJ:^^^^^^^ 

rr^^Drrs^^^^^^^ 

exprimierenden Zellen hoherz^cZ e^^^^^^ w^rSen S'T'^'^'T ""'^ '<°'^"'"^'«^""9 ^on Fusionsprotein- 
Zur DurchfOhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens eignen sich alle inaktiven Vorstufen eines Proteins, das 
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ausgewahit aus Faktor IX. von Wiilebrand-Faklor FaWor VI , FaW^^^^^^^ ^ HIV 

Albumin Oder DerK^ate davon. ^^^9.iche v J e P-^^^^^^^^ cCia F^^^^^^^^^^ for Animal Wuses.CSH Labo- 

wie gpieo Oder Influenza-Virus wie HA-Prote.n (Klenk et . Verfahren hergestellt. Jede Vorstufe 

ra4 press. 241-280). Die Proteine -"^ vorzugswe.se dt.ch ge^^^^^^^ 

eineT Polypeptides mft mindestens einer ^''^J^f;^"^^^^^^^^^ und Fusionsprotein zwi- 

Beim erfindungsgemasen Verfahren hegt vom venwendeten Fusionsprotein 

schen einigen Sekunden und mehreren Tagen. °^;°Pj "^'^^^^^ der optimalen Kontaktdauer. bei 

Oder Fuslonsproteinderivat und der inaktiven Pro-Pfote.n-Voretufe^ ^^^^^ ^.ttels einfacher Versuche 

der Pro-Protein vollstandig zu Protein gespalten w.rd. 'f""J^!'°^!>;,^^^^^^^^ zwischen 20-C und 

erfolgen. Die Inkubation erfo.g. meist ''ei einer Tempera^ Z ^uolS^et te^i^^lr. pH-Wert von 6,5 bis 7.9. und 
38»C. Die Reaktion erfolgt bei einem pH-Wert von 5 0 bis Furin-oder Furinanalogen-Aktivitat 

insbesondere bei einem pH-Wert von 7 1 . ^^^^'^^^^^^^^^^^^^^^ d"e Ca^-lonen beinhalten. 

werden ublichen«eise zur Durchfuhrung des '^'''^I'^l'^t'^^.^^^^^^ konnen. sofem einer der 

Die Reaktionsbedingungen fur die Akt^.erung von Pro^rotein d^^^^ 

Reaktionspartnerimmobinsiertist.ohnewe.teresvomFach^ FI^Bgeschwindigkeit des in 

Rahmenbedingungen optimiert werden. Dabei ^ ^"^'l'^^^^^^^^ 0.05 m Jin und 1 ml/min liegen. 

Losung vorliegenden Reaktanden VCX1 besonde^r B^^^^^^^^ 

Als weitere Parameter sind Temperatur. P^'^^^^ und Salzkonzent^^^^ v « geschaltet. wobei ent- 

von Pro-Protein konnen gemaB dem ^^^^^^ jedem Durchlauf kann das bereits 

weder Pro-Protein oder Fusionsprotein an ejnen ^^JJ '7°^^^^^^ weRer gereinigt werden. . 

prozessierte Protein von seinem P^°P«P»'^.f 9^^?"^ ""^ ^Lnerrernei^g^r gebundenen Reaktionspartner 

istdrb^tr^«e7i«rr"^^^^^ 

und seine Aktivitat mit aus dem Stand der Technik ''l'^""!^" ^^J^^,^^^^^^^^^^ gereinigtes prozessiertes Protein 

suchsbedingungen durch Furin in vitro ^^F prozess|e^^^^^^ Pro-Protein mit dem erfindungsge- 

Einbesonderer Aspektdervori,egenden^^^^^ ,^ ^.^^^ ^^p^^ ^^^en pro- 

rekombinanten Zellinien oder Losungen. die 9«^«J"f_^ fj^lf '"^J"^^^^^^^ transfizierten Zellen. 

GemaS einer Ausfuhrungsfomi der vori.egenden f ^"^"^f^^^^^ Zellkuituruberstande konnen ge- 

die pro-vWF bzw das erfindungsgemaBe Srn n^M vom abgetrennt und die 

gebenenfalls Voh" verwendet we.tien, das he.Bt. dafi die ^^^"^^'^^^^^ ^'^^^^^ vor dem In-Kontakt-brin- 

feweiligen Proteine nicht 9ereinigt werden. Voj2rn;re^^^^^^^^^ 3,getrennt werden 

gen derart aufgereinigt. da6 d.e ZeHen J^"';^^^^^^^^ werden. D'^^ d"^^^'^ ^"9«'"«'" ^"^ ^""^ 

r ?:srrn;:rr^^rwi?s^^^ - — - 

GeL^ eIneTweiteren AusfOhrungsform werden fOr das erfindungsgem.Oe Verfahren L6sungen entha«end ge- 
reinigten pro-vWF und Fusionsprotein eingesetzt. krnkiiitiviBruna von Zellen. die pro-vWF einerseits 

iin weiterer Aspekt des erf indungsgemaBen Verf«*^^«"t/2«lntST^v^^^^ ^^"^ 
und Fusionsprotein andererseits exprimieren. Be, ^^^^^ITToVl^r^^^^^^^ 

ebenfalls im Zellkulturuberstand anwesenden Fus wote^^^^^^ aus dem Reaktionsgemisch isoliert und gerei- 
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exprimiert werden. Dabei werden vorzugsweise CHO-Zellen eingesetzt. 

In einem weiteren Aspekt der Erfindung ist einer der Reaktionspartner, pro-vWF oder Fusionsprotein an einem 
Trager immobilisiert. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist pro-vWF an einem Trager immobilisiert und das Fusionsprotein liegt in 
Losung vor. Fur pro-vWF eignen sich in besonderer Weise Trager. die entweder pro-vWF uber Antikorper oder uber 
spezifische Liganden, wiez.B. Kollagenoderplatelet-protein-gplb. gpIlb/llla-Komplex. Faktor Vlll-Fragmente. Heparin. 
Ristocetin oder Botrocetin binden. Die eingesetzten Antikonper konnen polyklona! oder monoklonal sein und entweder 
gegen das Propeptid des vWF oder gegen die reife Form des vWF gerichtet sein. Ist der Antikorper gegen das vWF- 
Propeptid gerichtet, so wird prozessierter vWF nach Kontakt mit dem Fusionsprotein vom Trager eluiert. Ist der Anti- 
korper gegen nnaturen vWF gerichtet. so wird durch Kontakt mit dem Fusionsprotein das Propeptid abgespalten und 
aus dem Reaktionsgemisch entfemt. Der am Trager gebundene, prozessierte vWF kann anschlieBend mit bekannten 
Methoden von der Saule eluiert werden. Bei dieser Vfeiriante des erfindungsgemaBen Verfahrens erreicht man durch 
den Elutionsschritt zudem eine zusatzliche Reinigung und Anreicherung des vWF 

In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird das Fusionsprotein an eine Matrix auf einem Trager 
mit Antikorpem oder Schwermetallionen gebunden. Die Antikorper konnen polyklonal oder monoklonal sein. Dabei 
werden in der Regel nur solche Antikorper eingesetzt, die die proteolytische Aktivitat des Fusionsproteins nicht beein- 
trachtigen. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform ist das Fusionsprotein uber einen Trager mit Metallionen an die Matrix 
gebunden. Als Metallionen konnen dabei etwa Ni2+, Co2+, Mg2+ oder Li^* eingesetzt werden. 

Die Immobilisierung des pro-vWF oder des Furins oder seiner Derivate erfolgt mit in der Proteinchemie ganqiqen 
Verfahren. 

Der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren ertialtene prozessierte. mature vWF wird aus dem Reaktionsgemisch 
gereinigt und seine Aktivitat mit aus dem Stand der Technik bekannten Methoden bestimmt (Baruch et al , 1989 Bail- 
liere's Clinical Haematotogy 2:627-672). 

Vor der Aufbereitung in eine phamiazeutische Preparation wird isolierter vWF den ubiichen Qualitatskontrollen 
unterzogen. auf konzentriert und in eine therapeutlsch verabreichbare Form gebracht. 

Desweiteren betrifft die Erfindung einen rvWR der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellt wird und 
eine pharmazeutische Praparatton. die rvWF und einen oder mehrere physiologisch akzeptable Trager enthalt. Es 
wurde gefunden. daB der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellte. pro-Peptid-freie rvWF sich durch eine 
b sonders hohe Stabilitat und strukturelie Integritat der n^WF-Multimere auszeichnet und keine Satellitenbanden auf- 
werst. Dieser rvWF eignet sich daher f Or die Stabilisierung von Faktor VIII, rekombinantem Faktor VIII oder funktionellen 
Deletk)nsmutanten von Faktor VIII sowohl in vitro als auch in vivo. Die pharmazeutische Praparation enthaltend pro- 
Peptid-freien rvWF besitzt hohe Stabilitat sowie strukturelie Integritat der rvWF-Multimere und eignet sich daher be- 
sonders fur die Behandlung von Hamophilie A und verschiedener Formen der vWF-Disease, 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens ist, daB pro-vWF fast vollstandig in seine reife Form 
gespalten wird. ErfindungsgemaB wird in vitro-prozessierter vWF in einer Reinheit von 80% bis 100%. vorzugsweise 
von 90% bis 100%, besonders bevorzugt 95% bis 100% ertialten. Eine Verunreinigung von vWF durch pro-vWF ist 
vor allem in Hinblick auf den Einsatz in der Therapie zu vermeiden. da ein mit pro-vWF verunreinigter rvWF. eine 
geringere spezifische Aktivitat bzw. eine ertiohte Immunogenltat aufweisen konnte. Das erfindungsgemaBe Verfahren 
hat den zusatzlichen Vorteil, daB die proteinchemische Abtrennung von pro-vWF von vWF, insbesondere im Fall der 
Immobilisierung eines Reaktionspartners an eine Chromatographiesaule. erieichtert wird. 

Bei hoher Amplifikatbn oder zu hoher Expression Obt das Furin einen negativen Effekt auf die Zelle aus. Dieser 
Effekt kann minimiert werden. indem das produzierte Furin oder Fusionsprotein kontinuieriich aus dem Zelluberstand 
entfemt wird. Dies kann z.B. durch Furin-spezrfische Chromatographic entweder im Batch<KJer im Saulen-Verfahren 
erfolgen. Das in den Uberstand sekreti.erte Furin oder Fusionsprotein wird dabei an einen chromatographischen Trager 
gebunden und der Trager mit immobilisiertem Furin kann dann gegebenenfalls direkt zur Pro-Protein-Spaltung einge- 
setzt werden. 

Wenn eine groBe Menge von sekretiertem Furin oder Furinderivat gewonnen werden soli, besteht eine weitere 
Moglichkeit, die Toxizitat von Furin auf die exprimierenden Zellen zu minimreren, darin. ein naturliches (Pro-Protein) 
Oder ein synthetisches (Peptid-) Substrat mit Furin oder Fusionsprotein zu koexprimieren oder dem Zellkulturuberstand 
als Supplement zuzugeben. Ein Substrat kann dabei auch ein an Furin oder das Fusionsprotein reversibel bindendes. 
jedoch davon nicht spaltbares Peptid oder Protein sein. das die katalytische Aktivitat des Furins oder Fusionsproteins 
verringerl oder unterbindet, solang s mit Furin oder Fusionsprotein interagiert. Durch das zusatzliche Pro-Protein 
bzw. synthetische Substrat kann uberschussiges Furin bzw Fusionsprotein. das unspezifisch innerhalb oder auBerhalb 
der Zelle endoproteolytisch aktiv ist. abgefangen werden. und die Zellen nicht mehr sc^adigen. Das durch die hohe 
Expression synthetisierte Furin oder Fusionsprotein wird mit hoher Effizienz in den Zelluberstand sekretiert und kann 
anschlieBend aus dem Zelluberstand gereinigt werden. 

Es ist daher ein besonderer Vorteil des Verfahrens. daB durch verschiedene, oben erwahnte MaBnahmen, die fur 
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die Zelle hohe Toxizitat bedingt durch groBe Mengen an exprimiertem Furin Oder Fusionsprotein reduziert wird, wodurch 
der Produktionsablauf bei Herstellung von groBen Mengen an Furin oder Fusionsprotein und Pro-Protein wesentlich 
erieichtert bzw. effizienter gestalt t wird. da erstens eine hohere Zelldichte rreicht wird. zweitens in einer geringeren 
Zeitspanne eine hohere Ausbeute an sekretiertem Furin erreicht wird und drittens eine vollstandige Prozessierung von 
s Pro-Protein gewahrleistet ist. 

Die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens wird im folgenden naher beschrieben: 

Zur Durchfuhrung der Experimente wurden CHO-Zellen mit einem pro-vWF-kodierenden Plasmid und mit einem 
Dihydrofolat-Reduktase (DHFR)-cDNA-kodierenden Plasmid kotransfiziert. D^s DHFR-kodierende Plasmid diente da- 
bei als l^rkerplasmid zur Selektion posrtiver Klone (CHO-vWF). Der daraus resultlerende Klon. CHO-vWF. wurde fur 
10 die Koexpression mit Furin anschlieBend mit Plasmiden, die die Furin-cDNA bzw. cDNA kodierend fur Fusionsproteine 
und das Neomycin-Phosphotransferase-Gen tragen. kotransfiziert. Das Neomycin-Phosphotransferase-Gen diente 
ebenfalls als Markergen zur Selektion positiver Klone (CHO-vWF/Furin). Zur Expression von Furin oder Fusionsprotein 
alleine wurden Zellen mit Plasmiden enthaftend komplette Furin-cDNA oder cDNA der Fusionsproteine (FurinATM- 
His-cDNA, FurinATM-Spacer-Hls-cDNA, FurinACys-His-cDNA, FurinAGys-Spacer-His-cDNA) transfiziert. 
J5 Ein anderer Ansatz zum Etablieren pro-vWF/Furin-koexprimierender Zellen war die gleichzeitige Kotransfektion 

von 3 Plasmiden. die respektive pro-vWF-cDNA, DHFR-cDNA und Furin- oder Fusionsprotein-cDNA enthalten. Durch 
diesen Ansatz wurde eine Koampllfikation von pro-vWF- und Furin-cDNA ermoglicht. um eine unter den gegebenen 
Umstanden moglichst hohe Ausbeute an vollstandig prozessiertem vWF zu erreichen. 

Fur die Kokultivierung wurden Zellen mit Plasmiden. die entweder die kodierende Sequenz von pro-vWF und 
20 DHFR. Oder fur Furin bzw. Fusionsprotein und DHFR enthalten, kotransfiziert. Die unterschiedlich transfizierten Zellen 
wurden anschlieBend gemeinsam kultivlert. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird in folgenden Beispielen sowie in den Zeichnungsfiguren weiter eriautert. 
Die Erfindung soil jedoch in keiner Weise darauf beschrankt sein. Beispiel 1 beschreibt die Herstellung von pro-vWF- 
und Furin-exprimierenden Vektoren; Beispiel 2 beschreibt die Etablierung von stabilen Zellinien und zeigt die in vitro- 
25 Spaltung von pro-vWF durch Furin; Beispiel 3 skizziert die Klonierung von Furinmutanten und Fusionsproteinen; Bei- 
spiel 4 beschreibt den Nachweis der enzymatischen Aktivitat von Furin und Fusionsprotein rFurinATM-His; Beispiel 5 
beschreibt die Immobillsierung eines Fuskxisprotein an einem Trager; und Beispiel 6 beschreibt die Aktivierung von 
pro-vWF an immobilisiertem Fusionsprotein. 

Es zeigen: 

30 

FIgur 1: Figur 1: Schennatische Darstellung der Expressionskassette von pro-vWF, Furin und der verwendeten 
Selektionsmarker Dihydrofolat-Reduktase und Neomycin-Phosphotransferase. 

Figur 2: Western-Blot-Analyse von prozessiertem vWF und Furin in Zellkulturuberstanden nach Koexpression 
55 von pro-vWF und Furin. 

Figur 3: Westem-Blot-Analyse von Zellkulturuberstanden auf rvWF und Nachweis der in vitro-Spaltung von pro- 
vWF durch Furin. 

^0 Figur 4 : Nukleotid- und Aminosauresequenz von Furin. 

Figur 5: Western-Blot-Analyse von rFurinACys-Spacer-IOXHis mit anti-Furin nrK>noklonalen Antikorpern. 

Figur 6: Silberfarbung und Western-Blot-Anatyse von gereinigtem rFurin-Fusionsprotein. 

45 

Figur 7; Western-Blot-Analyse von mittels gereinigtem rFurin-Fusionsprotein prozessiertem vWF 

Figur 8: Schematische Zeichnung des Expressionsvektors phAct-rFX. 

50 Figur 9: Western-Blot-Analyse von rFaktor X exprimiert in CHO-Zellen vor und nach Amplifikation mit Methotrexat 
und 

Figur 10: Western-Blot-Analyse von rFaktor X nach in vitro-Spaltung durch rFurin-Fusionsproteine. 

55 Die Expressionsvektoren wurden mittels Standard-Klonierungs-Methoden (Maniatis et a!.. "Molecular Cloning' - 

A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Uboratory, Cold Spring Hartx>r, New Yori^. USA. 1983) hergestellt. Die 
Herstellung von DNA-Fragmenten mittels Polymerase-Kenen-Reaktkxi (PCR) erfolgte durch allgemein bekannte Me- 
thoden (Clackson et al., 1991 . PCR A practical approach. Ed. McPherson. Quirke. Taylor, S.I 87-21 4). 
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Herst Hung von pro-vWF und Furin ExpressI nsvekt ren 

Lett ^i'rS?S!S' ".T^lTJ^^PT'^r'''^' ^^^^-"^"^^ '^"^'^^ P'^^""'^ Pf^Act-vWF wie in Fischer et. al (FEBS 

Ptesmid pSV-rdhfr. das fur die murine DHFR^DNA kodiert. einge^^ (FTgur 1 ) '^"'^^ 
den^uwrdlralX^i^'^^^^^^^^^^^^^ 

2.4 k5 Furin-kodierende Region, sowie 0.05 Kb dJrT^i:h.rni;rrte?^^^^ 

ri-reSasrrrCsT^^^^^^ 
das»,^s^rn'rr^^^^^^^ 

Herstellung von Plasmid pSV-MCS VII wurde Plasmid osifi Srr l„?r^? der SV40-Polyadenylierungsstelle. Zur 
synthetischen, komplementaren Oligonukleotide #256 (5--GGCCAtJIaT TC^?^?ccS q^^^^^ 

Beispiel 2: 

a. Etablierung stabller rvWF- und rvWF/.Furin^xprimlerender Zelllnien und Expression von rvWF und rFurIn 

wurden 1 0nl reduzierter ZellkulturOberstand mittels SDS-PAGE (Lammli Nature 227 680^fl^ i Q7m f I . ^ 

fo^t^omi vollslandig prozessierter n/WF detektiert wurde (Figur 2 I ArHieraus 

on rFurin .n CHO-,vWF konnte dr Prozess.erung von pro-rvWF zu vWF deutlich verbesserl werden (Figur 2 I !^ 
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zuruckgefOhrt (Wise et al.. Proc. Natl. Acad. Sci.. USA 87^3'" 

265-275. 1990; Rehemtulla et al.. ^'^^Xfu^d Fu^n^iS Mediumwechsel Innerhalb von 24 Stunden (alle 
Erfolgte be! Koexpression von pro-vWF und Funn ®'" "^""^j'^' . . ne,uchteten CHO-rvWF/rFurln-Zellen 
8 Stunden). so konnten jedoch auch In Zellkuiturubersmnden^^^^^ 

signifikante Mengen von pro-rvWF nachge>Anesen werden 2 A 8 ^^^^^^ pL-Menge im Oberstand war. 
n,WF/rFurin-Zellen war rFurin ^^teklierbar (Rgur 2 'I jedoch Im krassen Gegensatz 

urTisogeringerwardieMengeanpro^vWF(F.gur2IA). E.^^^^ Rehemtulla etal.. 1992. Proc. Natl, 

zurvorherrschenden Lehnmeinung (Rehemtulla etal. . 992. .^-2**^ 2^^. gelangtes rFurin erst 

Acad. sci. USA 89:8235-8239) steht - ist daB ."^^^^^^^^^^^^^^^^ kur- 
dort. d.h. in vitro, sekretierten pro-rvWF b.s zur ^o''stand.gke^ spaltet. D.e du^^ ^^^^ 
zere Expositionszeit von pro-rvWF Im Uberstand zum ^^^'^'^^''^'^l^^^^^^^ konnte bei langeren 

ausreichend, urn alle im Uberstand vorhandenen pro-vWF-Moleku^e 

Ven^eilzetten (24 Stunden) sekretiertes rFunn ,m Uberstend ak^^ ^^^^ 
Immer mehr der zunachst im Uberstand angesammelten P~;^WF Molekule P^°^«= dort 
dann durch die Akkumulation immer groBerer Mengen von rFur^ o Itunden^^^^^^^^ 

rnrs^keTaT^r;^^^^^^^^ 

^Te"rSrrvX™pielw^ 

^r^ngCrn-rw^^^^^^^^^^^^^ 

nachweisbar war. umso weniger pro-rvWF war vorhanden (vgl. Figur 2 I B mrt 2 1 A). 

b. In vltro-Spaltung von pro-rvWF durch rFurin 

Zumdirek,enNachwelsderrFurin.Prozessierungsakt.«.t,arr^^^^^^^^^^ 
rFurin und pro-vWF-enthattende ^^^^^^^^^^^^^^^^^^ 

macht. Davemunftige E''Pf«ss'°"=«"=''^"*^^°","^''^^""" ^"^f^^^^^ nicht moglioh ist. wurde auf rFurin/ 

die interterenz erhohter ^"--Konzentra^ mrt^^^^^^^^^ 

rr'kXe™r^^^^^^^^^ 

rvWF und CHO-n,WF/rFurin (im Ve-haftnis i:^) Mischen derZellkulturObe-Btande 

m^rrteT eTofA^vsT^^^^^^^^^ — ^^^"^ 

24 Stunden entnommen und untersucht. Testansatzen die entweder n/WF/rFurin 

Fiqur 3 zeigt eine vollstandige Prozessierung von proHvWF nur le"^" Testansatten aie e 
koexpLert haln oder die OHO-n,WF/rFurin^ CHO-jvWF e^^^^^^^ X'siert^r (Figur 

4). Wahrend pro-rvWF im 24 Stunden-CHO-rvWF/rFunn-Ubersta^^^ 

3 A. Spur 0). war in CHO-n,WF-Zellkufturuberstenden noch ^^^^ ^^^.^P 
handen (Figur 3 B und C). In Testansatzen be. J'^ .f "^'"^^if^^^*^^^^^ proA^WF nachweisbar 

Belspiel 3: 

Klonlerung und Expression von rFurln-Deletlonsmutanten und rPurin-Hls-Tag-Fuslonsproteinen 

Sequenzen fusionlert. ua«. AC/v^Riimctream derden humanen B-Actin-Promo- 

Alle rFurin-Mutanten wurden in den Express.onsvektorphAct-AEcoR upstream, der aen nu 

tor enthalt. kkx^iert und. wie in Belspiel 2 beschrieben. ^"^^^^^^^ von Plasmid phAct 

Die Klonierung von Plasmid PhAct-AEcoRlupstrean. ertolgte durch partalenEc^^^^^ 
(Fischeretal.. FEBS. Lett. 1994. ^3^^-348) Auttullen der uberst^^^^ „^ 
Plasmid phAct-AEcoRlupstream unterscheidet sich von phAct durch das Fehien 
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* AGCAGCCCTG CGCGCAG-3') (SEQ ID NO 4» u^th J ^ 'D NO. 3) und #2819 (S'-AAGTCATGAA TTCTT-a? 

ersten 709 Aminosauren des Furins oefola^ v^! ^ ' Figment enthielt die Basenpaare anaS^ h 

ATM-Fragment wurdaan den ZLSS? sTTd" ^^rp 'T^^^^ entSeTe r^u 

geschnmenen Expressionsvektor PhAcMEcoRTupstreamT^^^^ ""^ SallSl 

. A.n..pep. wurden anll 

k^renden Sail/ EcoRI-RestriWionsschnlttstelZrd^:;^^^^^^ ^^^^^ Schneiden derZn 

schnebenen Vektors phAct-AEcoRI upstream in^Z^n^Z ifrT^^^^ 

Am,nosauresequenzvon rFurlnATM-His ist airsS No 8 Nuk.eotid und 

Zwischen die kodierende Realon des ripinti^^^^ ^ SEQ.ID.NO. 9 wiedergegeben 

Fragment in die Sall/EcoR^Stelle von iSmii^^^^^^^^ 

ID NO 1 c,Tr^' ""^ Oligonukleotid #2821 {S^-cTi^^cy^crcr^^^ Oligonukleotid #2325 (SEQ ID 
ID.NO. 15)als S'-Primergeneriert und analoa 7 ,r . 77 CTGCTTTCTG GAGGTACGGG CAG-3') fSPO 

Nukteotid- und Aminos.uLe,uenz"vr^ ^^^^^^^^ 

Anatog zu den FurinATM Fusionsprotein-KonsimWen wnr^?^ SEQ.ID.NO. 14 wiedergegeben 

quenz nach Aminosaure 585 hergestem. Da^u rrS^^^^^ 

rrrJ'^:"^^' """^ Oligonukleotid # 2810 (S'^^GX^^^CI^Ar r"^?."^^"' Oligonukleotid # 2325 (SEQ.ID NO 
GGTACGGGCA G-S") (SEQ.ID.NO. 16) als 3--^imer at^I^^^ 2 ^^^^^^ATGGT GATGATGACT GCTTTCTGGA 
coRlupstream inseriert. Das entstandene Plim i wurS n p ^ ""^ Sall/EcoRI-Schnittstelle in Plasmid pAct ae 
sequenz von rFurin-ACya-His is, als SEQ ID nTi7 u^d s^^^^^ '^"'^'-tid- und Amin'^Lre- 

Die Konstruktion von rFurinACvs-Soacer m/c \h . 7 '^ ^0. 18 wiedergegeben. 
5- Primer und Oligonukleotid # 282^(5^?^^ GAA^fc^l!^ 0"9°""kleotid # 2325 (SEQ ID NO 3) als 
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M . H» TGAGGGAGGT GGGGGAGGTC ATCACCACCA TCAC- 
dic mittels der annealten synlhetischen O"^'^"^ "^I^^^qq^^^ GATGGTGGTG ATGACCTCCC 

CATCAT CATCACCATT.3- (SEQ.ID.NO. 22) ""'^ J -AATTMTGGT^^^^^ _^ ^^^^ p,FurinACys-Spacer-10xH.s 

CCACCTCCC-3" (SEQ.ID.NO. 23) regenenert wurde. Das resumere 

genannt. . ^ ^....r lOxHis in 293 HEK-Zellen (ATCC CRL 1573) zeigt. daB nur e.ne 

Transiente Expression von '^""^I'-^^^'^'XT^Z^Lcie, und diese in der er>«arteten MolekulgroBe von 
einzlge mit antl-FurIn monoktonalen ^^^°;^^;^;J^[^ZZsX. Mit an NP^ NTA gekoppelter alkalischer Phos- 
etwa 60kD (unter Berucks.cht.gung der Gly«»y"e™"9> ^ Molekule nachgewlesen (Fig. 5). 

piTatase Jrde zudem die Bindungsfahigke.t der ^^^'^^f^^^''^^^^^ zunachst partie.1 mrt 

urn den C-terminalen Fur.n-Ante.l werter zu ^^J"^^"' ^ schnrttsteile wurde ein DNA-Fragment regenenert aus 
Saulundanschlle3endvollstandigmrtMamlge«:hmtt^^^^^ TCCTCGAGAT TGAAAACACC AGC- 

den annealten Oligor^ukleotden #3787 (^^^^^^ (S'-TCAAGCGTCC CATAGTTGTT GGCTT- 

rs^drsre^r^^^^^^^^^ ^--^z^:!r^- " ^^^-^^^ 

zierten Zenen im fluorogenen Substrat-Test Prozess.erungsakt.vrtat auf . 

20 Beisptel 4: 

Nachwels der enzymattechen Aktivltat von rFurinATM-Hls 

OerKachweisderFurin-oderFusionsprotein-AJ..^^^^ 
Val-Arg-Arg-AMC. DuK^h Einwirkung von Funn w.rd vom ^^^^^J^^^^^^^ die zur Aktivrtatsbestlmmung 

Hches AMC besitzt dabei gegenuber dem P^P^''*-^^^^^"^^^^^^^^^ 

vo^FurinbenutztwerdenkonneaDerfluoreszenzspeWros^^^^^^ 1.7 ^MOOmM HEPES-Putfer (pH 7.4, 

Tolgte bei 30-C in geruhrten Quarzkuvetten .n e.nem Je«^°'7^^^^^^^^^ (Substrat Endkonzentration im Test: 0.1 
:.M'^CaCI,und1r.M2-Mercapt^h^^^^^^^^^^^^^ 

Tabelle 1: Aktlvltatsnachweis von CHO-rFurinATM-Hls 

438 nm gibt die Aktivitat wieder 
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ZELLKLONE 


INTENSITAT 


CHO-rFurlnATM-Hls 


2524 






CHO-rvWF/rFurin 


444 






CHO 


166 



so Belspiel S: 

immoblllsierung von Fuslonsprote.n rFurinATM-Hls an einen Trager 

Perr.anenteCHO-Ze.,en.t.nsr.ien.itge.«^^ 
^ den in Rollertlaschen im Medium angezuchtet. Das » ^.'^^'^^^^'l.lLubers^ wurde anschI.eBend alle 
" gewaschen und in serumfreiem SeleW.onsmed.um v^ert^^^^^^^ .ereinigt. Zur Ad- 

24 Stunden abgezogen und <^-^^^;]';:^:^'X^^^ wurde 1 1 Ze.ikunurOberstand mit Imidazo. bis zu e.ner 

sorption von sekretiertem rFunnATM-His an Ni' in i m Mya 
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und eine Chromatographie-Saule damil beladan nl. II. . ? ^ 3'®"=''®" P"ffervolumen resuspendierf 
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UBERSTANDE 


INTENSITAT 


Rofleruberstand 




CHO-rFurlnATM-His 


2664 






Equllibrierung 








I.Waschen 


340 






2.Waschen 


280 






3.Waschen 


121 






Eluat 


2820 



Beispiel 6 

Aktlvlerung von pro-vWF an Immoblllslertem Fusionsprotein 

Die gemaO Beispiel 5 hergestellte rFurinATM-His-Ni2+-SauiP i«,..rrt^ d 
eingesetzt. Dazu wurden uber die Saule 20 ml Luf ? mM ..^vf . Prazess.erung von rpro-vWF zu rvWF 

CHO-rvWF-Zellen geleitet. Aiiquote iV^ua^s wleXTw^^^ e-ngestellter. serumfreier Zellkulturuberstand von 

turuberstanden von CHO-rvWF zeiZ eTnen zu e^^^^^^ ' 

ne,ua,s nur vol.st.ndig prozessie^vwTnac'gl^s^^ ^^^^^ ^.uie- 

Befsplel 7: 

Relnlgung von HIs-getagten rFurln-Fuslonsproteinen an NP-NTA-MatrIx 

m« Sl'^e^^m^S^^^^^^^^^ -~ 7f T "^^^ '''''''' ' 

laden. Adsorbierte Proteine wurden mrt Snncn,?*,!. ".^ k 5 "^^^^''-oniertem Medium solcher Klone be- 
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Proteinen. enthatten im kondittonierten Medium etwa 1 0OmM wurden Kontaminanten von 

Konzentration wieder eluiert werden. Be. e.ner etuiert wurden, nur noch ein Protein 

der Saule eluiert, wogegen Fraktionen, die be, ^^^^^^^ ^^^"^^^^^^^^ 
enthietten. Dieses Protein wurde im Western^B o^^^^^^ 

Der EinfiuB von Im.dazol auf d.e ^"""■'^'^'^''^l^^to^ve S die Proben anschliefiend einem fluorogenen 
tiger CHO-Oberstand mit steigenden J.^'^^^' ^^^^^^^ „T,idazol-Konzentration die Fahlgkeit 

fd^ :^-ru=^^^^^^^^^^^^ ~ ^"""^ " 

wes nhert von Imidazo! die Furin-Aktivitat somit inhibiert. 

TABELLE 3: 



Inhibition der Fnrin-Aktivltat in Anwesenhett von imidazoi 



rFurin haltiger Oberstand oder 
Medium 



CHO-rFurin 



CHO (ohne rFurin) 
{Medium (ohne CHO) 



Imidazoi Konzentration in Probe 
(mM) 



0 

50 

100 

200 

500 



Furin-Aktivitat (Gemessene 
Fluoreszenz Units) 



>1000 
818 
587 
469 ^ 
24 



43 



32 



cwtoethanol llber NacW bel 4-0 dialys»i1. B« e,nem "^^^^Z^^^^^MSayA >1000 Units (FraBion 

Derivat in vitro, eine vergleichsweise groBe Menge von Pro-nWF zu prozess.eren. 
Beisplel 8: 

Nachweis der enzymatischen AktivltMt von immobllisiertem rFur.nACys-Spacer-IOxH.s 

Oer .acweisdertunktioneiien A-..™ob~ 
sierung des Furinspezifischen. fluorogenen Boc-Arg-Val-Arg-Arg-AM^^^ ^.^ ^g^, 

Dazu wurde 1 ml in Serum-f reiem Zellkulturmed.um apuMe N^^ ^^^^NegaT^^^^^^^ niit kondrtloniertem Me- 
dazol-trelem CHO-rFurlnACys-SpacerOOxHis-Zellkulturubers and bz^^ Semm-treiem 
dium nicht-manipulierter CHO-Zellen. beladen. ^ann wu^e d.e « ^/^^^^^^^^ immobilisiertem rFurinACys- 

^rrrnrcTxr^^^^^^^^^^^ 

auf seine Fahigkert getestet. fluorogenes S"bstrat in l^osung u^^^^^^^ und der Waschschrit- 
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10 



IS 



durch n,cht-immobilisierles rFurin-Derivat war. Mit konc^rnLrtef M^^^^ 
Dies zeigte. da8 rFurinACys-Spacer-IOxHis ntht o. , - 

un.erUmstandensinnvcl..dies,erisch?Bindung del^^^^^^^^^ ^P^. rPS. etc.) is^es 

Spacers (Z.B. Verlangerung des Spacers und/o5er w2,Z^s " S Am^.. "'"^ entsprechende N^riation des 

rg-rrrstfa^^^^^^^^^^ 



Beispiel 9: 



20 



25 



30 



.n v«.o-P„.ng von .ere.n.^e. „,.ufer dure, .ere.n.^es rFur.n.Cvs-SpaceMOxH,s 

nisv^sTuTd^trP^r^rr^^^^^ 
C.^Ze„k«erstand(.nerP.^^^^^^^^ 

und~;r2tX?;^^^^^^^^^^^^ ~n er,tno..en 

gungen m SDS-PAGE aufgetrennt und im Western-BtoT^vvP rLw^ f, reduz.erten und denaturierter, Bedin- 

. Figur/zeigtdie Prozessierung von gere^^S pS.!;S^r^^^ Material (gemaS Beispiel 1) visualisiert. 
fm.erten Bedingurigen. Wahrend in AowLerihetdes ^uT^^^^ 

prozessierl war (Figur 7. oben). wurde bei AbwesenherdeTrFuTt^^.^°;r^^ ''T' ^'"^ ^°"^»^"d*9 
unten). Bei langerer Inkubation mit dem rFurin-Der^Tt wnrdln Prozessierung beobachtet (Figur 7 

abgebaut und die moiekulare Integrrtat der rl^rlXr^kule"^^^^^^^ "'^'^^ '^^''^^ proteol^isch 

sition stabil (Figur 7. oben). Molekule blieb uber den gesamten Zeitraum der rFurin-Expo- 



^5 Beispiel 10: 



40 



45 



SO 



Pro.e.slerungvonPro-P.te,„en.«te,sanCHelat-Tentak.^ 

^sssZ'ZTutZlZ o^b rren^aS^rN^f .^^^^ ^^^^'s zu ver- 

EMD®.Tentakelgel(Fa. Merck) verwenderwer^ntenn Dld^^^^^^ "1"'""" «'<P^"'"-"t«"en Ansatz Fractogel 
raumiich weiter von der eigentlichen Sau.en Sixtiernt ^d k^^^^^^ ""t * Nia^-NTA-Agarose 
gebundenen rFurin-Derivats ermoglicht werden Tem Zu^a.nZn l f ^'^^sche Zuganglichkeit des 

takelgel gebundenes rFurlnACys-Spacer-1 OxHis prozessirt Pro-Protein (pro-vWF) durch Ten- 

JreienSilrr^rrn^r^^^^^ 

Ubersland beladen. Waschsciiritte erfolgten durchS^m re^^^^^^^ 

zentrationen bis 40rT,iy^. AnschlieiJend wurde dasPrc^Prlin SSt^ enthaltend steigende Imidazol^on- 
gele,tet. Mittels Western-Blot-Analyse rnit spezi^sSer^TwF AntS^ 

Protein im DurchfluS der Saule nachge Jesen ^^F-Ant-serum wurde die Prozessierung von Pro-Protein zu 
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B ispielH: 

^. , .,.-/=,.h«, rGKettedurchrFurinATM-HisundrFurlnACys-Spa- 
Prozessierung von einzelkettigem rFX zu rPX leichte/schw re Kette 

c r-His 

a Herstellungdes rFX-Expressionsvektors 

Bank, wie von Messier et al. beschr.eben (1991^^ Gene 99^2^^ 26) als 5-Pn- 

PCRmtt01igonukleotid#2911 (S'-ATTACTCGAGMGC^CA^^^ (SEQ ID.N0.27) als 3--Primer ein DNA- 
^erund Ol^nukleCid #2912 (5';A™a^TTGC^^^^^^^^^ 

Fragment amplifiziert. das die 1 -^^^ r^'-'^^^^'^M,^^^^^^^^ 3--Ende enthalt. Zusatzlich wurde durch den 

von einer Xhol-Schnittstelle. am S'-Ende und ^'^ ^'^^^^^^^^^ eine optimale Kozak-Transkriptions-Sequenz 

Primer #2911 die Sequenz ACC vor ^f^^TG des FX e.^^^^^^^^^^ ^.^ geschn.ttenen 

ensteht. AnschlleBend wurde d.eses P^^-P °f "^JrExDr^^^^^^^ w"fde mit phAct-rFX bezeichnet (Figur 8). 

^-rs;::srrk;r^^ 

tiple K^onle^ungsschnittstelle und die sV40-Polyadenylierungstelle. 
b Expresskjn von rFX in CHO-Zelien 

ZurE_einerslab..enrFX.xprimier^^^^^^^ 
CHO-Zellen mitdem Expressionsptesm.d Pl^^^^^^ ""^^f^^, J semmfreiem Selektbnsmedium in An- 

alle weiteren Expressions-und V^^J"^^" ^ von rFX in den resuttierenden Zellklonen 

wesenheit von 10 ng/ml Vitamin K 24 Stunden '^"9 'f "^^^^^^^ Protein anschlieBend mit SDS-PAGE 

wurde anhand der Antigenmenge (ELISA nachgew esen und ^^J^^^^^^J^^,^^^ Subklonen liegt, wie im We- 
(wie in Beispiel 2 beschrieben) oJ^^^^l^J^^^' pxVrote^ in der Form einer leichten Kette (LC) von 22kp und 
stem-Blot erkennbar (Figur 9 A), das ^ekomb.nante FX ^^^^^^^.^^^^ Faktor X-Protein sind. Zusatzhch «t 

einer schweren Kette (HC) von 45kD vor. d e entspricht und deren Prasenz .n FX- 

eine Proteinbande bei 75kD zu erken"«"-.d « p,3sn,a (Pa.r et al. 

transfizierten CHO-Zellen (Wolf et al. J. B.cM. ^"^^^^^^^^J;^^^^^ Klonen wurden die Initialktone 

BkxxJ 64:1 94-204. 1984) beschr.eben « j^^^^^^^^^^^^^^ J, Stabillsiemng subkloniert. Die ExpressK^n 

mK steigenden Mengen Methotrexat amplifziert und ^^^'''if "l^S^'y^iien bzw lOOng/ml pro 24 Stunden geste.gert 
Lntevonca. 200-500 ng/10E6-Zellenbzw '^^"''^'[^'^f^^^^^^^^^^ (F^^ur 9 B und Figur 9 A Spur 2) 
warden. Die Westem-Blot-Ana^rse dieser ^^-^J';;"^^^^^^^ zusL.icher Fom,en der leichten 

z igt eine Anreicherung des einzelkettigen 

Ke?e. Neben der 22kD-Fom, der leichten Kette^^B de p^^^^ ^ J^^^^ ^.^ Heterogenttat 

=ssref:di-=^^ 

efnetnte^carbo^lierte pro-peptid-freie Form der leichten Kette. 

clnvitro-Abspaltungdes propeptides und ProzessierungdeseinzelkettlgenrFXin rFX leichte/sCwereKenedurch 

rFurinATM-Hts oder rFurinACys-Spacer-His. 

..grund der Sequenzbon..ogie der S— ^^^^^^^^^^^^ 
(RVTR/A) und zwischen leichter/schwerer ^ette (RRK^^^^^ 

UtanddieM6glichkert.dieProzess>erungsowohle^^^^^^^ (beschrieben in Beispiel 3) sow.e 

in vitro zu verbessern. Zellkulturuberstande ""J^ig^^/" und bei 37'C inkubiert. Aliquole der 

CHO-rFX und CHO (als NegatK^kontrolle wurden ^ ^^J^^f^^^^^^^^ (t=2. 4. 6 Stunden) mittels 

Reaktionsansatze wurden vor Inkubatton (t^O) "f^.^ JJ/^q^'^d,^^^^^^^ von rFX in den Zellkulturuberstanden 
Westem-Bk>t-Analyse aut prozessierten^^X^^^^^^^^^ 
ertolgte mittels eines anti-humanen FX-Antiserums (i-igur u 

leicht Kette des FX (Figur 10 B). . run rFX/CHO-rFurinATM-His schon nach zwei Stun- 

,m Gegensatz zu dem CHO-rFX/CHO-Gem.sch wejt das CH^^^^^ Einzelkettiger 

den inkubation bei 37-C (Figur 10 A. Spur 7; ^'^^jj^ ^^^^^^^^^^^^ Berek^h der leichten Kette wurden nur noch 
rFX ist zum GroRleil in die leichte und schwere Kettenfonn umgesetzt. 
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Homogenitat des N-Terminus der leichten KettT^,^e miS^kT. .'^^^^"^"^ ^^'^^^^^^^ Arg-i und Ala+1 und die 
periment, in dem CHO-rFX mit CHO-0bers,indeTo^mT,^M^ N-term.naler Sequenzierung festgestellt. Im Kontrollex- 

von CHO-Zellen biologisch aktiv is, und sowS,7d1e P^ozessTelo d^^^^^ rFurlnATM-His im Oberstend 

Kettevon rFXdurchfuhren kann DieProzessieruno vrn?Fvr h ^ I '^'°^°P"* ^uch der schweren/leichten 
nachgewiesen. Hrozess.erung von rFX wurde auch mrt CHO-rFurinACys-Spacer-His-Konstrukten 

d. Aktivitat des in vitro prozessierten CHO-rFX 

.og^;tTFx:kr.^^^^^^^^^ 

versetzt und lau, Protokoll des Herstet rs rFX^^^^^^^^^ 

rFXa hydrolysiert anschiieBend das chromoge^e Sub^rTS^^^^ ''^^'^ "-^S^^^^^t; 

nitroaniiin. Da die Menge an rFXa und die Far^rmenS^lnorttS . F^e.setzung des gelbfa*igen Para- 

interpoliert aus Werten einer Plasrna-vldQnnunSeihe TZT ""1'"^"^^^ "^"^ «"^^and einer Eichgerade, 
bestimmt warden. Mi, diesen Ergebnis^n undS bt^^^^^^^ aktivierbarem rFX/m. ZelikulturOberstend 

.e. in Fak,orXa aktivie.. rFa^ktorXin o/Crrereri^^^^^^^ 
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TABELLE 4 



<J> T- in CM 

<r> to csj 



^n. "1 <^ o 

^ 00 S 

in csj 55 ^ 



^ CO ^ !r 

cj CO O in o 

00 ^ CO r- O o 

o o o o o o 



o o o o 
o o o c> 



o o ^ 
CO O iH* O 



00 «- O <^ 

^ !Z 2 

o o o o 

o c> c> o 



o 

f— in 



in lO 

in ca 
CO T- to 



€0 
CO CO 

51 5: 



CO CO 



CO CO 

E E ^ 

CO CO JCO 3 

K 51 Q- 0- 



*c 

6 

X 

o 

O o CJ 
X I H 11 

O 4-» 4^ *■> 



<r» o CO 00 
^ of cJ CO 

CVJ «- CNJ CO 



<y> <y>^ <y> 
of of 



o CO 

CU ^ 00 CO 
CM CO CO ^ 



o> o Lr> in 

tsT t-^ r*^ o> 
cr> lio 



00 



O r- CO CO 

N. CO in «> 

O O G? O 



o 

X 

o 
6 

X 

o 



O CSJ 



u 



O^ O^ Oj^ <T> 

of of of o> 



<NJ CO CO 

in iS '<F 
N. o ^ 

«— CO CO CO 



T- in o CO 

in CO <x> o> 

CNJ CO CO 

o o o o 



c 

3 



X 

p 



o 

X 

o 



o 

11 



U.unspezi.lsc.e.proteo.ytischeA.Mt.tinCHO.uodC™ 
das Gemisch dieser beiden Zellkulturuberstande ebenso untersucht. Die genngen uu w 
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proteolytischen Akt«/.tat). die in diesen Uberstanden gefunden wurden. sind photometrische Schwankunopn ..nw 
.nnerhalb der Standardabweichung. Signifikante unspezifische proteolytische AktiS ?n r wr^Th "ndi.egen 
Test beeinflussen konnte. wurde somit ausgeschlossen P'°'^°^y''^^^ Aktivrtat in CHO-Uberstanden. die den 
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SEQUENZPROTOKOIib 



AIJiGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMEIiDER: 

(A) NAME: IMMUNO AG 

(B) STRASSE: Industries trasse 6 

(C) ORT: Wien 

(D) BDNDESIiAND: Austria 

( E ) IiAND : Austria 

(F) POSTLEITZAHL: 1220 



Furinanalogen 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 27 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(1) SEQUENZKENNZEXCHBN: 

(A) liANGB: 75 Baeenpaare 

(B) ART: NucleotXd 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGXK: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 1: 

GGCCATCGAT TGAATTCCCC GfGGGTCCTCT AGAGTCGACC TGCAGAAGCT 

AGGCCTAGGG CCCTA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SBQUENZKENNZBICHBN: 

(A) liANGE: IS Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOliOGlEj linear 

(ii) ART DES MOI<EK6ZiS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBDNG : SEQ ID NO: 2: 
GGCCTAGGGC CCTAGGCCTA CTAGTACTAA GCTTCTGCAG GTCGACTCTA GAGGACCXX^G 
GGGAATTCAA TCGAT 



(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lAngE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBtmG : SEQ ID NO: 3: 
GATAAGCTTG TCGACCATGG AQCTQAGGCC CTG 



(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO : 4: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN : 

(A) LANQE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOUX5IE: linear 
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(ii) ART DBS MOIiEKOIiSs Genom-IMIR 
(Xi) SEQUEKZBBSCHRBIBTOIG: SBQ ID NO: 4: 
AAGTCATCRA TTCTTACAGC AGCCCTGCGC GCAG 

(2) ANCSABEN ZD SBQ ID NO: 5: 

(x) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IiAHGE: 2130 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANOFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOIjS: Genom-DNA 

(xi) SBQUBNZBESCHREIBDNG: SBQ ID NO: S: 
ATGOAGCTOA GGCCCTGGTT GCTATSGQTG QTASCAGCAA CAQOAACCTT GGTCCTGCTA 
GCAGCTGATG CTCAGGGCCA GAAGGTCTTC ACCAACACGT GGGCTGTGCQ CATCCCTGGA 
<X3CCCAGCGG TGGCCAACAG aX3T«3GCACGG AAGCATGG6T 

TXCGGGOACT ATTACCACTT CTGGCATCGA GGAQTGACGA AfiCSGTCCCT GTC6CCTCAC 
COCCCGCOGC ACAGCCGGCT GCAGAG<3GAG CCTCAAGTAC AGTQGCTGGA ACAGCAGGTG 
GCAAAGCGAC GGACTAAAOG GGACGTGTAC CAGGAGCCCA CAGACCCCAA GTTTCCTCAG 
CAGTGGTACC TGTCTGGTGT CACTCAGOGG GACCTGAAT6 TGAAGGCGGq CTGGGCGCAG 
GGCTACACAG GGCACGGCAT TGTGGTCTCC ATTCTGGACG ATGGCATC6A GAAGAACCAC 
CCGGACTTGG CAGGCAATTA TCSATCCTGGG GCCAGTTTTG ATGTCAATGA CCAGGACCCT 
GACCCCCAGC CTCGGTACAC ACAGATGAAT GACAACAGGC ACGQCACACG. GTGTGCGGGG 
. GRAGTGGCTC CGGTGGCCAA CAACGGTGTC TGTGGTGTAG GTGTGGCCTA CAACGCCCGC 
ATTGGAGGGG TGCGCATGCT GGATGGCGAG GTCSACAOATG CA6TGGAGGC ACGCTCGCTG 
GGCCTGAACC CCAACCACAT CCACATCTAC AGTGCCAGCT GGGGCCCCGA GGATGACGOC 
AAGACAGTGG ATGGGCCAGC CCGCCTC6CC GAGGAGGCCT TCTTCCGTGG GGTTAGCCAG 
GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCrTTGTC TGGGCCTCGG GGAACGGGGG CCGGGAACAT 
GACAGCTGCA ACTGCGACGG CTACACCAAC AGTATCTACA CGCTGTCCAT CAGCAGCGCC 
ACGCAGTTTG GCAACGTGCC GTGGTACAGC GAGGCCTGCT CGTCCACACT GGCCACGACC 
TACAGCAGTG GCAACCAGAA TGAGAAGCAG ATCGTGAC6A CTGACTTGCG GCAGAAGTGC 
ACGGAGTCTC ACACOGGCAC CTCAGCCTCT GCCCCCTTAG CAGCCGGCAT CATTGCTCTC 
ACCCTGGAGG CCAATAAGAA CCTCACATCG CGGGACATGC AACACCTGGT GGTACAGACC 
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TCGAAGCCAG CCCACCTC;u. TGCCA;,cgac TOCaCCACCA AO^G^x^ CCX^OAAAOT^ 
AGCCACTCftT ATGGCTACGG OCTTX^c GCAOGCX.CCA T«G.^CT GGCCCAGAAT 
^CCACAG TOGCCCCCCA GCOOAAG^c ATC:;.^c. TCCTCACCGA GCCCAAAG^c 
ATCCGGAAAC GGCTCGAGGT GCGGAAGACC GTGACCGCGT GCC..3GGCGA GCCCAACCAC 
ATCACT«3GC TGGAGCAOGC TCAGGCGCGG CTCACCCTGT CCTATAATCG CXX.TGGOGAC 
CT^CCATCC ACCTGGTCAG CCCCA^c ACCCGC^c CCCO^c AGCCAGGOCA 
CATGACTACT CCXKZAGATGG GTTTAAT^AC l^CCTTCA 1X3ACAACTCA TTCCTCGGAT 
GAGGATCCCT CTGGCX^GTG GGTCCTAGAG ATTCAAAAC CX:aGCGAAGC CAACAACTAT 
GGGACGCO^ CCAAGXTCAC CCTOGTACTC TATGGCACCG CCCCT^ Ga«K:cCGTA 
CCTCCAGAAA GCAGTGGCTG CAAGACCCTC AOGTCCAGTC . AGGCCTG^,^ OGTGTGCGAG ' 
OAAGOCTTCT CCCTGCACCA GAAGAGCI^T GTCCAGCACT GCCCTCCAGO CTTCGCCCCC 
CAAGTCCTCG ATAOGCACTA TAGCACCGAG AA,«ACG1^ AGACCATCOG GGOCA.3CGTC 
TQOGCCCCCT GCCACGCCTC ATI3TCCCACA 1X30CAGGGGC OGGCCCTCAC AGACTCCCTC 
AOCTGCCOCA GCCACGCXrTC CTO^GACCCT GI.3GAGCAGA CTOXSCTCCCXS GCAAAGCCAG 
AGCAGCOGAG AGOCCCCGCC ACAGCAGCAG CCACCTCGGC TGCCXCCGGA GGT^GGCG 
GGGCAACXSGC TGCGCGCAGG GCTGCTGTAA 



1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1740 

1800 

1860 

1920 

1980 

2040 

2100 

2130 



(2) AWGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQtJENZKENNZEICHEN: 

(A) IiAHGE: 709 Aminosauren 

(B) ART: Arainosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART- DES MOLEKDIiS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Glu Leu Arg Pro Trp Leu Leu Trp Val Val Ala Ala Thr Gly rhr 

^ 10. 15 

Leu val Leu Leu Ala Ala Asp Ala Oln Gly Gin Lys Val Phe Thr Asn 

30 

Thr Trp Ala Val Arg He Pro Oly oly Pro Ala Val Ala Asn Ser Val 

40 45 

Ala Arg Lys His Gly Phe Leu Asn Leu Gly Gin He Phe Gly Asp Tyr 

60 
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ryr HIS Ph. TTP Hi. OIWI ™, s« P~ Bl. 

^ P„ Hi. S« ... "-^ I?" 

85 

31„ OX„ CI, V.X T.. .VS W«P VaX 

100 

,„ p~ ^ - - - ^ s 

115 

0>n ^ - -1 T.P ^ 

HIS X II. Val V.1 S.. II. .*U «p «P I" =1" 

145 

P„ ..P I-u ^, Tyr.AsP Pro «J ^f, 

165 ^'^ 

, Gin Pro Arg Tyr Thr Gin Met Asn Asp Asn 

Asp Gin ASP pro ASP Pro 6ln Pro ^rg 
18Q 



^ Hi. Oi. X.. V.I Vrt - - 

Vl v.. oxy TV. ^ »• -V OIV vl 

210 2" 
^ ^ «P »»1 "° 

ay I.U «. pro HI. II. Hi. II. 25 ^ "^"^ 

245 

.1. «p «p .ly I^ «r Vl Olr pro ^ OI. 



260 



PH. P.. ™ oiv V.1 s.r ol» ciy AT^ .OIV -ly L.U <ny s« II. 

275 



Gly Asn Gly Gly Arg Glu HiB Asp Ser Cys Asn 
295 300 

Thr Asn ser He Tyr Thr Leu Ser He Ser Ser Ala 



Phe Val Trp Ala Ser GXy Asn ^.y ~= - 
290 



Cys ASP Gly Tyr Thr Asn — 

Z OI„ P.. Oly V.X pro Trp Tvr s.r .1. cy. -r =.r Thr 

325 ^"^^ 

.ea .L. ™. Tjr Tyr S.r S.r ^« Ol» - -y 

T« TKr ..p r„ am ... C.. THr CI. S.r His T.r Cl, TH. S.r 

.1. s.r r. Pro - -y ^' 

370 ■* 
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Aen Lys Asrx Leu Thr Trp Arg Met Gin His Leu Val Val Gin Thr 

39S 400 

Ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Qly Val 
4PS 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 
420 425 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Ara 
435 440 



445 



Lys lie He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 

*50 455 



Leu Glu Val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn 



465 470 



475 



His 
480 



He Thr Arg Leu Glu His Ala Gin' Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 
485 490 



495 



Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 

S05 510 

ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
SIS 520 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr THr Hie Ser Txp Asp Glu Asp Pro Ser 
530 535 

Gly Glu Trp Val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Glu Ala Asn Ash Tyr 
=45 550 

Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro 
S65 570 575 



S€0 



Glu 



Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser Gly Cye Lys Thr Leu Thr Ser 
580 585 590 ' 

ser Gin Ala Cys Val Val Cys Glu Glu Gly Phe Ser Leu His Gin Lys 
595 600 605 

Ser Cys Val Gin His Cys Pro Pro Gly Phe Ala Pro Gin Val Leu Asp 

615 620 

Thr His Tyr Ser Thr Glu Asn Asp Val Glu Thr He Arg Ala Ser Val 

"0 635 640 

Cys Ala Pro Cys His Ala Ser Cys Ala Thr Cys Gin Gly Pro Ala Leu 
«45 650 655 

Thr Asp Cys Leu Ser Cys Pro Ser His Ala Ser Leu Asp Pro Val Glu 

665 670 

Gin Thr Cys Ser Arg Gin Ser Gin Ser Ser Arg Glu Ser Pro Pro Gin 
675 680 685 



Gin Gin Pro Pro Arg Leu Pro Pro Glu 



690 695 700 



Val Glu Ala Gly Gin Arg Leu 



27 



EP 0 775 750 A2 



Arg Ala Gly I^u l*eu 

705 

<2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) sEQtJENZKBNNZElCHEN: 

(A) lAngE: 50 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUbS: Genom-DNA 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBDNG: SEQ ID NO: 7: 
CTAGAATTCA ATGATGATGA IKSATGATGCC CTGCGCGCAG CCGTTGCCCC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) IiANGE: 2142 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART PES MOIiEKUIiS: Genom-DNA 

(xi) SBQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
^^<^ GGCCCT^GTT GCTA^TG GTACK^ACO^ C^CCTT GOTCCTGCTA 
OCAGCTGA.^ CTC^OOGCC^ OJ^CTTC ACC^AOVOGT OOGCTGTGCG CTCCCTGGA 
OGCCCAOCOG ^CAACAG TCTOGC^CGG AAGd^TGOGT TCCTCAACCT GGGCCAOATC 
T^CGGGGACT att.cx:actt CTOGCATCGA GGAGTOACGA AGCGGTCCCT OTCGCCTCAC 

. cgcccocgoo acagccggct gcagagggag. cc^zaagtac agtggctgga acagcaggtg 

OCAAAGCGAC GOACTAAACG GGACG...TAC CAGGAGCX^CA CAGACCCCAA GTTTCCTCAG 
CAO^ACC TG^GtGT CACTCAGCGG OACCTGAATG .«AAGGCGGC CTGGGCGCAG 
COCTACACAG GGCACX^CAT TGTGGTC«:C ATTCTGGACG ATGGCATCGA GAAGAACCAC 
CCOGACTTGO CAGGCAATTA TGATCCTGGG GCCAGTTrTa A^TCAATGA CX^AGGACCCT 
OACCCCCAGC CrCGGTACAC ACAGATGAAT OACAACAGGC ACGGCACACG G^O^GGGG 
0;^GTGGCTG CGGTOGCCAA CAACGGTGTC TGTGGTGTAG GTGTGGCCTA CAACGCCCGC 
.TTGGAGGGG O^CGCA^CT GGATGGCX^G O^ACAGATO CAGTGGAGGC ACGCTCGCTG 
GGCCTGAACC CCAACCACAT CCACATCTAC AGTGCCAGCT GGGGCCCCGA GGATGACGGC 
;.VGACAGTGG A^CCAGC CCGCCTCGCC GAGGAGGCCT TCTTCCG^G GGTrAGCCAG 
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GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCTTTCTC TCGGCCTOGG GGAACGGGGG CCX3GGAACAT 
GACAGCTGCA ACTGOGACGG CTACACCAAC AGTATCTACA CGCTGTCCAT CAGCAGOGCC 
ACGCAGTTTG GCAACGTGCX: GTGGTACAGC GAGGCCTGCT CGTCCACACT GGCCACGACC 
TACAGCAGTG GCAACCAGAA TGAGAAGCAG ATCGTGACGA CTGACTTGCG GCAGAAGTGC 
ACGGAGTCTC ACACGGGCAC CTCAGCCTCT GCCCCCTTAG CAGCCGGCAT CATTGCTCTC 
ACCCTGGAGG- CCAATAAGAA CCTCACATGG CGGGACATGC AACACCTGGT GGTACAGACC 
TCGAAGCCAG CCCACCTCAA TGCCAACGAC TGGGCCACCA ATGGTGTGGG CCGGAAAGTG 
AGCCACTCAT ATGGCTACGG GCTTTTGGAC GCAGGCGCCA TGGTGGCCCT GGCXXAGAAT 
TGGACCACAG TGGCCCCCCA GCGGAAGTGC ATCATCGACA TCCTCACCGA GCCX:aAAGAC 
ATCGGGAAAC GGCTCGAGGT GCGGAAGACC GTGACCGCGT GCCTGGGCGA GCCX^IACCTIC 
ATCACTCX3GC TGGAGCACGC TCAGGCGCGG CTCACCCTGT CCTATAATCG CCGTGGCGAC 
CTGGCCATCC ACCTGGTCAG CCCCATGGGC ACCCGCTCCA CCCTGCTGGC AGCCAGGCCA 
CATGACTACT CCGCftGATGG GTTTAATGAC TOGGCCrTCA TGACAACTCA TTCCTGGGAT 
GAGGATCCCT CTGGCX3AQTG GGTCCTAGAG ATTGAAAACA CfCAGOGAAGC CAACAACTAT 
GGGACGOTGA CCAAGTTCAC CCTCX3TACTC TATGGCACCG CGCCTGAGGG GCTOCCCGTA 
CCTCCAGAAA GCAGTGGCTC CAAGACCCTC ACGTCCAGTC AGGCCTGTGT GGTGTCOGAG 
GAAGGCTTCT CCCTGCACCA GAAGAGCTGT GTCCAGCACT GCCCTCCAGG CTTCGCCCCC 
CAAGTCCTCG ATAC6CACTA TAGCACCGAG AATGACGTGG AGACC31TCCG GGCCAGCX5TC 
TGCGCCCCCT GCCACX3CCTC ATGTGCCACA TGCCAGGGGC CGGCCCTGAC AGACTGCCTC 
AGCTGCCCCA GCCACGCCTC CTTGGACCCT GTGGAGCAGA CTTGCTCCCG GCAAAGCCAG 
AGC7VGCCX3AG AGTCCCCGCC ACAGCAGCAG CCACOTCGGC TGCCCCCGGA GGTGGAGGCG 
GGGCAACGGC TGCGCGCAGG GCATCATCAT CATCATCATT GA 



900 
960 
1020 
1080 
. 1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1800 
1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
2142 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEXCHEN: 

(A) LANGE: 713 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : Protein 
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(Xi) SBQOENZBESCHRBIBIJNG: SEQ ID NO: 9: 

Met Glu Leu Arg pro Trp I^u I^u Trp Val Val Ala Ala Thr Gly ^ 
1 5 ^0 . 

^eu val .eu I^u Ala Ala Ala Oln Gly Gin .ys Val Phe Thr Asn 

20 

Thr Trp Ala Val Arg Pro Gly Gly Pro Ala Val Ala Asn Ser Val 

35 

Ala Arg Lys His Gly Phe l,eu Asn l^u Gly Gin lie Phe Gly Asp Tyr 

50 ^5 
Tyr His Phe Trp His Arg Gly Val Thr l,ys Arg Ser Leu Ser Pro His 
es " 

^ pro Arg His Ser Arg Leu Gin Arg Glu Pro Gin Val Gin Trp Leu 

85 90 

Glu Gin Gin Val Ala Lys Arg Arg Thr Lys Arg Asp val Tyr. Gin Glu 
100 

pro -n^ ASP pro Lys Phe Pro Gin Gin Trp Tyr Leu Ser Gly Val Tlu: 

11.5 

31» «3 «P l^. val M. Tn, an Gly Tyr oiy 

X30 

His Gly Xle val Val Ser He Leu Asp Asp Gly Xle Glu Lys Asn His 
145 "0 

pro ASP Leu Al. Gly Asn Tyr Asp Pro Gly Ala Ser Phe Asp Val Asn 

165 

ASP Gin ASP pro ASP Pro Gin Pro Arg Tyx Thr Gin Met Asn Asp Asn 

180 

.;vrg His Gly Thr Arg Cys Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 

195 

Gly val cys Gly Val Gly val Ala Tyr Asn Ala Arg He Gly Gly Val 

210 

T.^r. rlv Glu val Thr Asp Ala Val Glu Ala Arg Ser Leu 
Arg Met Leu Asp Giy Gl.\x vaj. ini . 240 

225 

«4o Ti^ His lie Tyr Ser Ala Ser Trp Gly Pro 
Gly Leu Asn Pro Asn His lie His lie lyr o 

245 

Glu ASP ASP Gly Lys Thr Val Asp Gly Pro Ala Arg Leu Ala Glu Glu 

260 265 

Ala Phe Phe Arg Gly Val Ser Gin Gly Arg Gly Gly Leu Gly Ser He 



275 



280 



Phe 



val Trp Ala Ser Gly Asn Gly Gly Arg Glu His Asp Ser Cys Asn 



290 



295 
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ASP Gly Thr A«n ser He Tyr Thr l^u Ser He Ser Ser Ala 

Thr Gin Phe Gly Asn Val Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 

330 

Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Asn Gin Aan Glu Vys Gin He Val 
340 345 

Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cys Thr Glu Ser His Thr Gly Thr Ser 
355 360 355 

Ala ser Ala Pro Leu Ala Ala Gly rie Ha Ala Leu Thr Leu Glu Ala 



3 75 



380 



Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu Val Val Gin Thr 

395 400 
ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 

42S 430 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val AXsi Pro Gin Arc 
435 440 

Lys He He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
450 455 ' . S 

Leu Glu val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Oly Glu Pro Asn His 

475 480 
He Thr Arg Leu Glu His Ala Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 

485 490 ^gg 

Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Ara 
SCO 505 ' 



510 



ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
515 520 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 

535 540 

Gly Glu Trp Val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Glu Ala Asn Asn Tyr 

550 555 ggj, 

Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro 



565 570 



Glu 
575 



Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser Gly Cys Lys Thr Leu Thr Ser 



580 



58S 



590 



ser Gin Ala Cys Val Val Cys Glu Glu Gly Phe Ser Leu His Gin Lys 
595 600 605 

ser cys Val Gin His Cys Pro Prb Gly Phe Ala Pro Gin Val Leu Asp 
610 615 620 . 
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Th. His ryr Ser Thr Glu Asn A«P Val Glu Thr He Arg Ala Ser val 
€25 . 630 

cys Ala pro Cys His Ala Ser Cy. Ala Thr Cys Gin Gly Pro Ala X.eu 

645 

cys Leu ser Cys Pro Ser His Ala Ser Asp Pro Val Glu 

660 



Gin Thr cys Ser Arg 



Gin ser Gin Ser Ser Arg Glu Ser Pro Pro Gin 



680 



675 

om Gin pro Pro Arg Leu Pro Pro Glu Val Glu Ala Gly Gin Arg Leu 



685 



690 

Arg Ala Gly His His His His His His 
705 



(2) TOTGABBN ZU SEQ ID NO: 10 : ' 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 68 Basenpaare 

<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOIiEKDIiS: Genom-DNA 
(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
CXAGAATTCA ATGAT<^1X^ l^AT^TGTG CAGCTCCACC AGCTGCCCCT GCGCGCAGCC 

GTTGCCCC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SBQX^ENZKENNZEICHEN: 

(A) LAKGE: 2160 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEBCUIiS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHRBIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
.^AGCTGA OGCCC^rr GCTATGGGTO GTAGCAOCAA CAGG^ACCTT OGTCCTGCTA 
GCAGCTGA^ CTCAGCX.CCA GAAGGTCTTC ACCAACACGT OOGCTOTGCG CATCCCTGGA 
GGCCCAGCGG TGGCCAACAG TCtGGCACGG AAGCAT^T TCCTCAACCT GGGCCAGATC 
■rrCGGGGACT AITACCACTT C^GCATCGA CGAGT..ACGA AGCGG^CT GTCGCCTCAC 
CGCCCGCGGC ACAGCCGGCT GCAGAGGGAG CCTCAAGTAC AGlX^GCrGGA ACAGCAGGTG 
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GCAAAGCGAC GGACTT^OG GGACGTSTAC CAGGAGCCCA CAGACCCCAA GTTTCC,KyiG 
CAGTGGTACX: TGTCTGGTGT CACTCAGcGG aACCT<3AAT« 1«AAGGCGGC 
GGCTACACAG GGCACGGCAT TGTGGTCTCC ATTCTGGACG ArnSGCATCGA OAAQAACCAC 
CCGGACTTGG CAGGCAATTA ' TGATCCTGGG GCCAGTTTOXS ATGTCAATCA CCAGGACXrCT 
GACCCCCAGC CTCGGTACAC ACAGATGAAT GACAACAGGC A6gGCACACG GTOTGCQGOO 
GAAGTGGCTG CGGTGaCCAA CAACGGTGTC TQ<reGTOTAG GTOTOGCCTA CAACGCCOGC 
ATTGGAGGGG TGCGCATGCT GGATGGCGAG GTCACAGATC CA«R3GAGGC ACGCTCGCTG 
GGCCTGAACC CCflACCACAT CCACATCTAC AGTCCCAGCT GGGGCCCCGA GGATCSACGGC 
AAGACAGTGG ATGGGCCAGC CCGCCTOGCC GAGGAGGCCT TCTTCCGTGG GGTTAGCCAG 
GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCTTTGTC TCGGCCTCGG GGAACGGGGG CCX3GGAACAT 
OACAGCTQCA ACTGCX3AOGG CTACACCAAC AGTATCTACA CGCTCTGCAT CAGCAGCGCC 
ACGCAGTTTG GCAACGTGCC GTGGTACAGC GAGGCCTCCT CGTCCACACT GGCCACGACC 
TACAGCAGTG GCAAOCAGAA TGAGRAGOVG ATCGTCACGA CTCACTTOCG GCAfiAAGTGC 
ACGC3AGTCTC ACAOGGGCAC CTCAGCCTCT GCCCCCTTAG CAGCOGGCAT GATTGGTCrc 
ACCCTGOAGG CCAATAAGAA CCTCACATGG CGGGACA-TCC AACACCTGGT GGTACAGACC 
TCGAAGCCAG CCCACCTCAA TGCCAACGAC -TOGGCCACCA ATOGTSTCGG COGGAAAGTG 
AGCCACTCAT ATGGCTAOGG GCTTTTGGAC 6CAGGCGCCA TGGTCGCCCT GGCCCAQAAT 
TGGACCACAG TGGCCCCCCA GCX3GAAG1GC ATCATCGACA TCCTCACCGA.GCXX^AAAGAC 
ATCGGGAAAC GGCTCGAGGT GCGGAAGACC GTGACC6CGT GCCTQGGOOA GCCCAACCAC 
ATCACTCGGC TGGAGCACGC TCAGGCGGGG CTCACCCTGT CCTATAATOG CCGTOGCQAC . 
CTGGCCATCC ACCTGGTCAG CCCCATGGGC ACCCX3CTCCA CCCTGCTOGC AGOCAGGOCA 
CATGACTACT CCGCAGATGG GTTTAAT6AC TCGGCCTTCA TCACAACTCA TTCCTCGGAT 
GAGGATCCCT CTGGCGAGTG GGTCCTAGAG ATTCAAAACA CCAGCGAAGC CAACAACTAT 
GGGACGCTGA CCAAGTTCAC CCTCGTACTC TATGGCACCG CCCCTGAGGG GCTOCCCGTA 
CCTCCAGAAA GCAGTGGCTG CAAGACCCTC ACGTCCAGTC AGGCCIGTOT GGTOTGCGAG 
GAAGGCTTCT CCCTGCACCA OAAGAGCTGT GTCCAGCACT GCCCTCCAGG CTTOGCCCCC 
CAAGTCCTCG ATACGCACTA TAGCACCGAG AATGACGTGG AGACCATCCX3 GGCCAGCGTC 
TGCGCCCCCT GCCACGCCTC ATGTGCCACA TGCCAGGGGC CX3GCCCTCAC AGACTCCCTC 
AGCTGCCCCA GCCACGCCTC CTTGGAcfcCT GTGGAGCAGA CTKKnKXC« GCAAAGCCAG 
AGCAGCCGAG AGTCCCCGCC ACAGCAGCAG CCACCTCGGC TCCCCCCGGA GGTGGAGGCG 



360 
420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
-1560 
1620 
1680 
1740 

leoo 

1860 
1920 
1980 
2040 
2100 
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GGGCAACGGC TOOGCGCAQG GGCAQCrGGT GGAGCTGCAC ATCATCATCR TCATCATTGA 2160 



(2) ANGABEN ZO SBQ ID NO: 12: 

(i) SEQUBNZKENMZEICHEN: 

(A) IifiNGE: 719 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaiire 

(C) STRANGFOEM: Binzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: Protein 
(Xi) SEQXJENZBESCHREIBDNG : SEQ ID NO: 12: 

Met Glu Leu Arg Pro Trp Leu Leu Trp Val Val Ala Ala Tlxr Gly Thr 
1 



5 10 15 



Leu val Leu Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lys Val Phe Thr Aan 
20 25 30 

Thr Trp Ala Val Arg lie Pro Gly Gly Pro Ala Val Ala Asn Ser- Val 



35 



40 45 



Ala Arg Lys His Gly Phe Leu Asn Leu Gly Gin Xle Phe Gly Asp Tyr 
50 55 60 

Tvr His Phe Trp His Arg Gly Val Thr Lys Arg Ser Leu Ser Pro His 
65 70 75 80 

Arg pro Arg His Ser Arg Leu Gin Arg Glu Pro Gin Val Gin Trp Leu 
85 90 95 

Glu Gin Gin val Ala Lys Arg Arg Thr Lys Arg Asp Val Tyr Gin Glu 
3.00 105 110 

Pro Thr Asp Pro Lys Phe Pro Gin Gin Trp Tyr Leu Ser Gly Val Thr 
115 120 125 

Gin Arg Asp Leu Asn Val Lys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Tyr Thr Gly 
130 "5 1*0 

His Gly He val Val Ser He Leu Asp Asp Gly He Glu Lys Asn His 
145 ISO 155 

Pro ASP Leu Ala Gly Asn Tyr Asp Pro Gly Ala Ser Phe Asp Val Asn 
165 170 175 

ASP Gin ASP pro Asp Pro Gin Pro Arg Tyr Thr Gin Met Asn Asp Asn 
IBO 185 190 

Arg His Gly Thr Arg Cys Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 
195 200 205 

Glv val Cys Gly Val Gly Val Ala Tyr Asn Ala Arg He Gly Gly Val 
210 215 220 
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Arg Met Leu Asp Oly Glu Val Thr Asp Ala Val Qlu Ala Arg Ser W 

230 235 240 

Gly Leu Asn Pro Asn Hie He His lie Tyr Ser Ala Ser Trp Gly Pro 



245 250 



255 



Glu Asp Asp Gly Lys Thr Val Asp Gly Pro Ala Arg Leu Ala Glu Glu 
260 .265 270 

Ala Phe Phe Arg Gly Val Ser Gin Gly Rrg Gly Gly Leu Gly Ser lie 

280 285 

Phe val Tip Ala Ser Oly Asn Gly Gly Arg Glu His Aep Ser Cys Asn 
290 295 300 

Cys Asp Gly Tyr Thr Asn Ser He Tyr Thr Leu Ser He Ser Ser, Ala 



305 310 315 



320 



Thr Gin Phe Gly Asn Val Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 
325 

Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Asn Gin Asn Glu Lys Gin He Val 
340 

Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cys Thr Glu Ser His Thr Gly Thr Ser 
355 360 365 

Ala ser Ala Pro Leu Ala Ala Gly He He Ala Leu Thr Leu Glu Ala 

37S 380 

Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu Val Val Gin Thr 



385 390 395 



400 



ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Oly Val 
405 410 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 
420 425 430 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Arg 
*3S 440 

Lys Cys He He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
450 455 460 

Leu Glu Val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn His 
''^ 475 480 

He Thr Arg Leu Glu His Ala Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 
485 490 495 

Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val ser Pro Met Gly Thr Ara 
500 505 510 

Ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
515 520 525 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
530 535 540 
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OXU «P - - - - ^ "a ^ 



B45 "° 



^„ T« - - - - "'^ ^ - 

^„ P„ V.1 I" - S.. s,r «v CO .V. - - 

Z -X OJ- OXU OXV - - 

3„ Z aX„ Hi. PXO ..C .X, ^ - - V- - - 

610 

^ His a„ T.. CX» VaX .XU XX, AX. Sa, V=X 

625 ^ 

^ «o His cva ^ S 

^ 645 

^ ^ s.. c,. ^ - - - ""^ 

.X. III - 

675 

^ ..u pro pro GXu Val Olu Ala Gly Gin Arg l-u 



(2) 



Gin Gin pro w ^ 700 

690 

^ .XV "a OXV "a Hi. Hi; Hi^ Hi. Hi. Hi., 

705 



ANGABBN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) .SBQUENZKEHNZEICHBN: 

(A) iAnGE: 1758 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRAKGiORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: lihear 

(ii) ART DES MOLEKOIiS: Genotn-DNA 
(xi) s: 



EQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 



~- — '^^^ 
c„.c c^o-c. c«.30^c o.«n.-=o 
„cao ™cc» ™- o™.c 

^^c, — — "^^^^ 

.c^ccooc cc^-- 
^co.c cc.~ oo™c c.o™ — c^- 
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C;^GTaGTACC TX.TCTG<n«T C;.crCACOCO GAOCXt^^ ^OCK^c Cn«GCCGCAG 
GGCTACACAG GGCftCGGCAT TGTGGTCIXX: AT^nXSGACG ^TGOC^ OAAGAACCAC 
CCGGACTTGG CAGGCAATTA .^^CTXSGG GCCAGTT™ AO^TCAAT^;, CCAGGACCCT 
OACCCXX^AGC CTCGGTACAC ACAGATX.AAT GACAACAGGC ACGGCACACG GT<5I«CGGGG 
GAAGTGGCT.S CGGX«GCCAA CAACGGTC«: 7t.IX«3,«TAG GIX^CTA CAAOGCCCX3C 
ATTGGAGGGG TGCGCATX3CT GGAl^CGAG GIUACAGAT^ CAGTCGAGGC ACGCTCGC,^ 
C5GCCTGAACC CCAACCACAT CCACATCTAC AGT^CCAGCT GGGdCCCCGA GGA^CGGC 
AAGACAGTGG At^GGCCAGC CCGCCTCGCC GAGGAGGCCT TCm:c=Gl^ GGO^gccAG 
GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CAT^TC TCGGCCTC^G GGAACGGGGG CCGGGAACAT 
GACAGCT^CA ACT^ACGG CTACACCAAC AGTATCXACA CGC1X5«X:aT CAGCAGCGCC 
ACGCAGWTG GCAACGT.3CC GTGGTACAGC GAGGCCTCCT OGTCCACACT GGCCACGACC 
TACAGCAGTG GCAACCAGAA 1.3AGAAGCAG ATCX3TGAOGA CTGACl^ GCAGAAG.^ 
AOGGAGTCTC ACAOGGGCAC CTCAGCCTCT GCOCCCTTAG CAGCCGGCAT CATTOC^ 

acxx:t«gagg ccaataagaa cctcacatgo oGGGAcai^ aacacc^sgt ggtacagacc 

TOGAAGCX^AG CCCACCTCAA TGCCAACGAC T^GGCCACCA A,«GTOTGGG COGGAAAGTC 
AGCCACOCAT ATGGCmCGG GCrTTT^GAC GCAGGCGCCA IX^GOXSGCCCT GGCCCAGAAT 
TGGACCACAG TGGCOCX^CCA GOGGAAGtgc ATCATCGACA l«n^COGA GCCCAAAGAC 
ATCX5GGAAAC GGCTCGAGGT GCGGi^cC GTGACCGCGT GCCTGGGOGA GCCCAACCAC 
ATCACTOGGC T«GA0CAOGC TCAGGCGCGG CTCACCCT^T CCTATAATCG CCGT^c 
CTGGCCA-rcc ACCTGGTCAG CCOCAT^GGC ACCCGCO^CA CCC«XnX3GC AGCCAGGCCA 
CA:«3ACTACT CCGCAGATCG GTTTAAIX^AC IXSGGCXrrrCA TGACAACTCA TTCCt.««3AT 
GAGGATCCCT CTGGCGAGTC GGTCCTAGAG ATTCAAAACA CCAGCGAAGC CAACAACTAT 
GGGACGCTGA CCAAGTTCAC CCTCGTACTC TA^CCG CCCC^<^ GCTOCCCGTA 
CCTCCAGAAA GCAGTTAG 



420 
480 
540 
600 
660 
720 
780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
-1620 
1680 
1740 
1758 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID KO : 14: 

(i) SEQUEN2KENN2EICHEN: 

(A) LANGE: 585 Aitiinosiuren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGPORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOlS : Protein 
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(Xi) SEQUENZBESCHEEIBONO: SEQ ID NO: 14 = 
„„ ^„ - - - If ^ ^ 

L v,x - L ^ ^ - - «ly - -vo v.. pne 

20 

«P M. v,x ^ -V oiv ^- "° 

35 



... =xv - ax. ox„ .X. ox. ... 

50 

^ Hi. «P OX. V.X ™, ..s »^ se. «o His 

65 

^ KX. s« ..u oxn ^ oxu .ro ox» v.x ox„ ^ ^ 

.X„ OX„ OXa V.X 1 IS "^^.^^ 

100 

pro Lvs PHe pro Gin Gin Trp Tyr I^u Ser Gly Val Thr 
pro Thr ASP Pro Lys Pne tfi^ ^ ^25 
lis " 

ox. ?n ™ "'^ 



X30 



,X. OX. XX= V.X V.X S« XX. »^ ox. XXe oxu ... ^ Bis 

145 

m. *or. Pro Glv Ala ser Phe Asp Val Asn 
pro ASP Leu Ala Gly Asn Tyr Asp Pro Gly Ai 
165 

^ Ara Tvr Thr Gin Met Asn Asp Asn 

ASP Gin ASP pro ASP Pro Gin Pro Arg Tyr 
180 

^ Hi. ox. T« ^ "a - «^ IS 

195 

, « -. 1.1= Tvr Asn Ala Arg He Gly Gly val 
Gly val cys Gly Val Gly Val Ala Tyr Asn Ai ^rg 

210 

-,1. Ala Val Glu Ala Arg Ser Leu 

Arg Met Leu Asp Gly Glu Val Thr Asp Ala Val G 
225 230 

P.O »i. X- Hi. -X. S.. ^X. .e. ox. 

«P ... ox. Z - V.X ».P ox. ..O «. .eu .X. oxu OXU 

.X. PH. PH. Z OX. V.X ... 0X„ OX. OX. OX. OX. ... XX. 

P.. ... Tp .X. S.. OX. ^H ox. ox. OXU »i. ..P S.. C. »n 

290 
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Cys ASP Gly Tyr Thr Asn Ser He Tyr TO^r X^u Ser He Ser Ser Ala 

315 

Thr Gin Phe Gly Asn Val P.o Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 



335 



Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Asn Gin Asn Glu I.ys Gin ile 



345 



Val 



350 

Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cya Thr Glu Ser His Thr Gly Thr Ser 

365 

Ala ser Ala Pro Leu Ala Ala Gly He Ile Ala Leu Thr Leu Glu Ala 

3"^^ 380 

Asn Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu Val Val Gin Thr 

395 

ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 

410 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 

430 

Ala Met val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Arg 
Lys cys lie Ile Asp Ile Leu Thr Glu Pro l,ys Asp Ile Gly Lys Arg 



460 



Leu Glu val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn His 

475 

He Thr Arg Leu Glu His Ala. Gin Ala Arg Leu Thr Leu 



485 



490 



Ser Tyr Asn 
495 



Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 

505 

ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
^" 520 525 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 

535 

Gly Glu Trp. val Leu Glu Ile Glu Asn Thr Ser Glu Ala Asn Asn Tyr 

550 ^ 



555 



560 



Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro Glu 



565 



Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser 
580 585 



570 



575 



39 



EP 0 775 750 A2 



(2) ANGABEN ZU SEQ-ID NO: 15: 

. (i) SEQXJEHZKENNZEICHEN: 

(A) I-ANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelctrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Gcnom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
CTAGAATTCT AACTGCTTTC TGOAGGTACG GGCAG 

(2) ANGABEN ZU SEQ H) NO: 16: 

(i) SBQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 54 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Binzelfitrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEEOLS: Genom-DNA 
(Xi) SBQOENZBESCHRKXBIING: SEQ XD NO: 16: 
CTAOAA^ TAOOX^T aOTaA.X^TG AC^CTTTCt GGAGGTACGG GCAG 

(2) ANGABEN ZD SEQ ID NO: 17: 

(i) SBQUENZKENNZEICHEN: 

(A) lifiNGE: 1776 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ XD NO: 17: 

.^c^. o^ccc^ oc.™ -«=c«c» o<~' 
^^c. ■^'^ — - 

^CCC^^CC. T.™. «™ ™- 

.™cc.cT. ^rc. =3^— -™ — 

^.CCCO^ 3C.— 

o^^c^c oa.c.««.c c™- o^»cccc» ™»o 

„.CC ^TC^ =.CCTC«^ -"--C CXC™ 

«=«c»oc.. T<n«-cc .^.co ««o«-c 
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CCGGACTTCG CAC5GCAATTA IX^TCCTGGG GCX:AGT^ ATCTCAATGA CCAGOACCCT 
GACCCCCAGC CTOGGTACAC ACAGATGAAT GACAACAGGC ACGGCACAOG GTGTCCX3GGG 
GAAGTGGCTG CX3GTGGCCAA CAACGGTGTC TGTCGTGTAG GTCTGGCCTA CAACGCCCGC 
ATTCGAGGGG TGCGCATGCT GGATGGCGAG GTCACAGATG CAGTCGAGGC ACGCTCGCTG 
GGCCTGAACC CCAACCACAT CCACATCTAC AGTGCCAGCT GGGGCCCCGA GGATGACGGC 
AAGACAGTGG ATGGGCCAGC CCGCCTCGCC GAGGAGGCCT TCTTCCGTGG GGTTAGCCAG 
GGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCTTOGTC TGGGCCTCGG GGAACGGGGG CCGGGAACAT 
GACAGCTGCA ACTGCGACX3G CTACACCAAC AGTATCTACA CGCTGTCCAT CAGCAGCGCC 
ACGCAGTTTG GCAACGTGCC GTGGTACAGC GAGGCCTCCT CGTCCACACT GGCCACGACG 
TACAGCAGTG GCAACCAGAA TGAGAAGCAG ATCGTGACGA CTGACTTGCG GCAGAAGTGC 
ACGGAGTCTC ACACGGGCAC CTCAGCCTCT GCCCCCTTAG CAGCCGGCAT CATTCCTCTC 
ACCCTGGAGG CCAATAAGAA CCTCACATGG OGGGACATGC AACACCTGGT GGTACIAGACC 
TOGAAGCCAG CCCACCTCAA TGCCAACGAC TGGGCCACCA ATCGTX5TCGG CCGGAAAGTG 
AGCCACTCAT ATGGCTACOG GCTTTTGGAC GGAGGOGCCA TGGTCGCCCT GGCCCAGAAT 
TGGACCACAG TGGCCCCCCA GCGGAAGTCC ATCATCGACA TCXnxyVCCGA GCCCAAAGAC 
ATCGGGAAAC GGCTCGAGGT GOGGAAGACC GTCACCGCX3T GCCTCGGCGA GCCCAACCAC 
ATCACTCGGC TGGAGCACGC TCAGGCGCGG CTCAGCCTCT CCTATAATCG COGTGGCGAC 
CTCGCCATCC ACCTGGTCAG CCCCATGGGC ACCCGCTCCA CCCTOCTGGC AGCCAGGCCA 
CATGACTACT CCGGAGATGG GTTTAATGAC TGGGCCTTCA TGACAACTCA TTCCTGGGAT 
GAGGATCCCT CTGGCGAGTC GGTCCTAGAG ATTGAAAACA CCAGCGAAGC CAACAACTAT ' 
GGGACGCTGA CCAAGTTCAC CCTCGTACTC TATCGCACCG CCCCTGAGGG GCTCCCCGTA 
CCTCCAGAAA GCAGTCATCA TCACCATCAC CACTAA 



540 
600 
660 
720 
. 780 
840 
900 
960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
1620 
1680 
1740 
1776 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5 91 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 



(ii) ART DBS MOLEKULS : Protein 
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(Xi) SEQTJBNZBESCHRBIBUNG: SBQ ID HO: 18: 

... ^ - - If "* ?s' 

L V.1 - T "° °" "° "° 

20 

^ v.. - -V ox, P~ "a ..1 - - v.. 

^ Hi.. 31, r.. ^» «n - Oln XI. - -V «P ^ 

so 

^ „x. Ph. Tn. Ki= -0 alv V»X Thr. xy. s.r ^ Pro BXs 

^.^^ Bi= S.. 0X» CXU P.. .1. V.X OX. 

• 85 

ox„ ex. OX. V.X Jj. ^y. V- 2[J 

^„ ... «P pro L,. P.. - ^ - - 
lis / 
, . I^u Asn vall.ys Ala Ala Trp Ala Gin Oly Tyr Thr Gly 

Gin Arg Asp Leu ash vd r 
X30 

HX. cxv XX. V.X v,x s.. XX. ^ ^ "P axy xx. cxu .y. ^ hxs 

n axv TV. «P Pr, oxy *x. .er P^ vax ^ 

165 

^, „ «i»vT- Thr Gin Met Asn Asp Aen 

ASP Gin ASP pro ASP Pro Gin Pro Arg Tyr Thr G 

180 

^ „xs «y cy. *X. cxy .1. V.X M. -a - 

195 

.xy V.X cys OXy V.X =Xy V.X Ty. ^ XX. OXy OXy V.X 

210 

^ „.t X.U «P oxy «x. V.X T.» «P V.X .x„ ^ s.. 

225 ^-^^ 

P« Hi. XX. Hi. XX. Ty. S.. .X. S.. T„ =Xy P.« 

245 

Ala Arg Leu Ala Glu Glu 

265 



Gly Leu Asn Pro Asn nx^ — — ^-^^ 
Glu ASP ASP Oly Lys Thr Val Asp Gly Pro Axa 



260 



..a Phe Phe Arg CXy Val Ser Gin Gly Arg Gly Gly .eu Gly Ser. He 
PHe vax Z Ala ser Gly Asn Gly Gly Arg Glu His Asp Ser Cys 



290 295 
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Cys Asp Gly Tyr Thr Asn Ser lie Tyr Thr l^u Ser He Ser Ser Ala 

3X5 

Thr Gin Phe Gly Asn Val Pro Trp Tyr Ser Glu Ala Cys Ser Ser Thr 



325 



330 



335 



Leu Ala Thr Thr Tyr Ser Ser Gly Asn Gin Asn Glu Lys Gin He Val 

345 ... 



Thr Thr Asp Leu Arg Gin Lys Cys Thr Glu Ser Hie Thr Gly Thr 

355 -» — -. 



360 



Ser 



365 



Ala ser Ala Pro I^u Ala Ala Gly He He Ala I^u Thr Leu Glu Ala 

^ 380 

^n Lys Asn Leu Thr Trp Arg Asp Met Gin His Leu Val Val Gin Thr 

390 

Ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 

405 



410 



415 



Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 

425 430 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Ara 
*35 440 445 

Lys Cys lie He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
450 ^cc ■' ^ 



460 



Leu Glu val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn His 



46S 470 



480 



lie Thr Arg Leu Glu His Ala Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 

490 

Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 
500 505 510 

ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
515 520 525 

Asn Asp Trp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
"° 535 540 

Gly Glu Trp val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Glu Ala Asn Asn Tyr 

550 555 560 

Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro Glu 
565 570 575 

Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser His His His His His His 
580 585 590 
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(2) ANGABEN ZV SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUEKZKEMMZEICHEN: 

(A) LAMGE: 72 Basenpaare 
<B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOIiEKUIiS: Genom-DNA 
(Xi) SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
CTAOAATTCT TAGTGGTGAT GOK^A^A^ T.CAGCTCCA CCAGCrrKK:AC TK^CTTTCTOG 

AGGTACGGGC AG 

(2) ANGABEN ZO SEQ ID NO: 20: 



(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) lANGE: 1794 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 



(ii) ART DES MOI£K6i-S: Genom-DNA 

(xi) SEQDENZBESGHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

OOCCCT^aTT OCTA«^ GTAGCGCA^ O.GOIU.CCTT <^'rCC^U 
^aVOC^TO C^^^OOOCC GA.COTCTTC .CC^CC^ GOOCTOTGCO CATCCCTOG. 
OOCCCOCX^ T^OCCAAC^ TGTGGa.CGG AAGCTGCOT TCCTCAACCT GGGCOVO^VTC 
,,«WCT A^ACO^CTT CTOGOVTCa;. GOAG^OG;. AOCGGTCCCT GTCGCCrCAC 
CGCCCGCGGC ACAGCCX^ CC^^GGGAO CCTO^GTAC Aa,«GCTGGA ACAGCAGGTG 
OCAAAOCGAC GGACTAAACG OGACGTGTAC C^^CCA CAGACCCCAA GTTTCCTCAG 
CAGTGGTACC TGTC^ CACTCAGCGO GACCTG^-TG ^AAGGCGGC CTOGGCGCAO 
CCCTMrACAG GGCACGGCAT ...I^CC ATTCTGGACG ATGGCATCGA GAAGAACCAC 
CCGGACT.^0 CAGGCAATTA TGATCCTGGG GCCAGTTTT. ATG.X:AAT.A CCAGGACCCT 
OACCCCCAGC CTCGGTACAC ACAGA^AAX GACAACAGGC .CGGCACACG G^O^CGGGG 
OAAGTGGCTG CGOTGGCC;^ CAACGOTCXC TG^GTGTAO GTG^GCCTA CAACGCCCGC 
.TTGGAGGOG TGCGCATOCT GOAXGGCGAG GTGACAGATO CAGTGGAGGC ACGCTCGCT. 
CGCCnX^CC CCAACCACAT CCACATCTAC AGTGCCAGCT GGGGCCCCOA GOATGACCOC 
;^GACAG™g ATGGGCCAGC CCGCCrCGCC GAGGAGGCCT TCTTCCGTGC GGTTAGCCAO 
OGCCGAGGGG GGCTGGGCTC CATCm.TC TOGGCCTCGG GGAACCGGGG CCGGGAAC.T 
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20 



2S 



30 



35 



40 



45 
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GACAGCTGCA ACTGCGACGG CTACACCAAC AGTATCTACA CQCTCTCCAT CA«3CAaOGCC 
ACGCAGTTTG GCAACGT^CC GTGGTACAGC GA«3GCCTOCT CGTCCftCACT GGCCAOGa6c 
TACAGCAGTG GCAACCAGAA t^AGAAGCAG ATCGr^ACGA CTKSACTX^CG GCAGAAG1X3C 
ACGGAGTCTC ACACGGGCAC CTCAGCCTCT GCCCOCTTAG CAGCCGGCAT cattcctctc 
ACCCTGGAGG CCAATAAGAA CXHKyiCATGG CGGGACATCC AAdACCTGGT GGTACAGACC 
TOGAAGCCAG COCACCTCAA TGCCAACGAC TGGGCCACCA ATGGl^TGGG CCGGAAAGTC 
AGCCACTCAT ATOGCTACGG GCTTTTGGAC GCAGGCGCCA TGGTCGCCCT GGCCCAGAAT 
TGGACCACAG TGGCCCCCCA GCGGAAGT6C ATCATCGACA TCCTCACCGA GCXTCAAAGAC 
ATCGGGAAAC GGCTCGAQGT OCGGAAGACC GTGACCGCGT GCCTGGGCGA GCCCAACCAC 
ATCACTCX3GC TGGAGCAOGC TCAGGCGCQG CTCACCCTCT CCTATAATCG CCGTGGCGAC 
CTGGCCATCC ACCTGGTCAG CCCCATGGGC ACCCGCTCCA CCCTGCTOGC AGCCAGGCCA 
CATGACTACT CCGCAGATGG GTTTAATGAC TCGGCCTTCA «5ACAACTCA TTCCTGGGAT 
aAGGATCCXn- COXSGCBAGTG GGTOTAGAG ATTOAAA^ CAACAACTAT 
OGGAOGCTGA CCAAGTTCAC CCTCGTACTC TATCGCACOG CCCX^TCAGGG GCTOCCCGTA 
CCTCGAGAAA GCAGTGCAGC TGGTGGAGCT GCACATCATC ACCATCACCA CTAA 



(2) ANOABEK ZD SBQ ID NO: 21: 

(i) SEQDE2TZKEKNZEICEBH: 

(A) lANGE: 597 AminosSuren 

(B) ART: AlQinos&ure 

icy STRANGPORM: Binzelstrang 
(D) TOPOLCX5IE: linear 

(il) ART DBS MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQDENZBESCHREIBDNG: SBQ ID NO: 21: 

Met Glu Leu Arg Pro Trp Leu Leu Trp Val Val Ala Ala Thr Gly Thr 
^ " 15 

Leu val Leu Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lys Val Phe Thr Asn 
20 25 30 

Thr Trp Ala Val Arg He Pro Gly Gly Pro Ala Val Ala Asn Ser Val 

35 40 45 

Ala Arg Lys His Gly Phe Leu Asn Leu Gly Gin He Phe Gly Asp Tyr 

^5 60 

Tyr His Phe Trp His Arg Gly Val Thr Lys Arg Ser Leu Ser Pro His 

'^^ 75 eo 



960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 
1560 
i620 
1680 
1740 
1794 



45 



EP 0 775 750 A2 



^.^^U.. se. ^ I? 

«u =x» oi. V.X 1 .y. "-^ IS ^° °" 



100 



. Phe pro Gin Gln-Trp Tyr Leu Ser Gly Val Thr 

Pro Thr Asp Pro Lyc Pne 125 
115 

. i^u Asn val l-ys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Tyr Thr Gly 
Gin Arg Asp Leu Asn vax i-y^ ^^^^ 

130 

„1» «ly II. V,. X.. «P «P -V °- So 
Z ^ -V «a TV. «P - «v M. s„ ..e "P - 

165 

cx„ «P P~ - S ™' 

^ Z^cy.^. «y o- .-i v.a «n 

^ <=XV ox. vax ^ TV. S -V 

210 

^ „et «P «xy ox. V.X «P vaX OX. ^. Se. ^. 

225 



Ti^ His lie Tvr ser Ala Ser Trp Gly Pro 
Gly Leu Asn Pro Asn Hxs He Hxs lie Tyr 
245 

ox. «P «P OXy V.X «P OXV pro «u OX. OX. 

260 

P^e P.. .«, ox, vaX s.. OX. OX, OX, OX, Je. OX, Se. XX, 

275 

P.e V.X =er OX, ^ OX, OX, OX. HU ».P s.. C - 

290 

C,J ox, ^ - XX, ^ TH. se. XX, .e. JX. 

OX. Ph. OX, V.X pro Trp ^ s« OX. »Xa c,. .e. se. 

325 

;a. T.. TK. T„ ... S., 01, OX„ OX. OX. XX. VaX 

. - - Z OX„ C,. T« OX. S., »i. ™r OX, ™. S.r 

360 

. .xa P« La. .1. .X. OX, Xla .X. AX. T« OX. .Xa 



355 

Ala Se 



370 



... ™. T.P -P - IS 

390 

385 
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Ser Lys Pro Ala His Leu Asn Ala Asn Asp Trp Ala Thr Asn Gly Val 
405 410. 415 

Gly Arg Lys Val Ser His Ser Tyr Gly Tyr Gly Leu Leu Asp Ala Gly 
420 425 430 

Ala Met Val Ala Leu Ala Gin Asn Trp Thr Thr Val Ala Pro Gin Arg 
435 440 445 

Lys Cys He He Asp He Leu Thr Glu Pro Lys Asp He Gly Lys Arg 
450 455 460 

Leu Glu Val Arg Lys Thr Val Thr Ala Cys Leu Gly Glu Pro Asn His 
465 470 475 480 

He Thr Arg Leu Glu His Ala Gin Ala Arg Leu Thr Leu Ser Tyr Asn 
485 490 495 

Arg Arg Gly Asp Leu Ala He His Leu Val Ser Pro Met Gly Thr Arg 
500 505 510 

Ser Thr Leu Leu Ala Ala Arg Pro His Asp Tyr Ser Ala Asp Gly Phe 
515 520 525 

Asn Asp Txp Ala Phe Met Thr Thr His Ser Trp Asp Glu Asp Pro Ser 
530 535 540 

Gly Glu Trp Val Leu Glu He Glu Asn Thr Ser Glu Ala Asn Asn Tyr 
545 550 555 560 

Gly Thr Leu Thr Lys Phe Thr Leu Val Leu Tyr Gly Thr Ala Pro Glu 
565 570 575 

Gly Leu Pro Val Pro Pro Glu Ser Ser Ala Ala Gly Gly Ala Ala His 
580 585 590 

His His His His His 
595 



(2) ANGABE^T ZU SEQ ID NO: 22: 

(i) SEQUENZKENNZEXCHEN: 

(A) LANGE: 50 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
TGAGGGAGGT GGGGGAGGTC ATCACCACCA TCACCATCAT CATCACCATT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NOi 23: 

(i) SEQDKNZKEMNZEICHEN: 

(A) LANGE: 5X Basenpaare 

(B) ART: MucXeotid 

(C) STRANGFORMi Einz el Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOIjEKULS: Genora-DNA 
(xi) SEQtJENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 
AATTAATGGT GATGATGATG GTGATGGTGG TGATGACCTC CCCCACCTCC C 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO.: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICaSEN: 

(A) LfiNGE: 66 Basenpaare 

(B) ART: Mucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelfitrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOIiEKUM: Genom-DNA 
(xi) SEQDEHZBESCHREIBUNG: SEQ ID HO: 24: 
GGACCCCTCT GGCXSAGTGGG TCCTCGAGAT TGAAAACACC AGOGAAGCCA ACAACTATGG 

GACGCT 

(2) ANGABEN Z0 SEQ ID NO: 25: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGEj 69 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOIjOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOTiS: Genom-DNA 

(xi) SEQOENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
TCAAGCGTCC CATAGTTGTT GGCTTCGCTG GTGTTTTCAA TCTCGAGGAC CCACTCGCCA 

GAGGGGTCC 

(2) ANGABEN ZU SEO ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) UANGE: 69 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

( c ) STRANGFORM : E inze I s t rang 
(D) TOPOliOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOXiEKdLS: Genom-DNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBDNG:' SEQ ID NO: 26: 
TCAAGCGTCC CATAGTTGTT GGCTTCGCTG GTGTTTTCAA TCTCGAGGAC CCACTCGCCA 60 
GAGGGGTCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUEN2KKNNZEICHEN: 

(A) IiANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGPORM; Einzelstrang 

(D) TOPOIiOGIE: linear 

(ii) ART DES MOI*EKUIiS : Genom-DNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBDNG : SEQ ID NO: 27: 
ATTACAATTG CTGCAGGGAT CCAC 



Patentanspruche 

w:SrerHrs:;ar' '"'"'^ gekennzeichnet. da3 das AffinMtspeptid ein Tag-Pep.id ist, vorzugs- 

9. Fusionsprotein nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet, da3 es FurinATM-Spacer-His Oder FurinACys-Spacer- 

10. Fusionsprotein nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. daB es ein FurinATM-Spacer-His gemaB Seq.lD No. 
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12 Oder FurinACys-Spacer-His gemaB Seq. ID. No. 21 ist. 

11. Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 10. dadurch gekennzeichnet. da3 es Affinitat zu einem festen 
Trager besitzt. 

12. Fusionsprotein nach einem der AnsprOche 1 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, daS es an einen festen Trager im- 
mobilisiert ist. 

13. Fusionsprotein nach Anspruch 11. dadurch gekennzeichnet. daG der Trager einen Antikorper oder ein (Schwer-) 
10 Metallion umfaBt. 

14. DNA-Sequenz kodierend fur ein Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 10. 

15. DNA-Sequenz nach Anspruch 14. dadurch gekennzeichnet. daB es eine Sequenz gemaB Seq.lD. No. 8. Seq.lD. 
IS No. 11 , Seq.lD. No. 17. Seq.lD. No. 20 ist. 

16. Expressionsvektor enthaltend eine DNA-Sequenz nach Anspruch 14 oder 15. 

17. Transformierte Zellen enthaltend einen Expressionsvektor nach Anspruch 16. 

20 

18. Fusionsprotein-Komplex enthaltend ein Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 13 adsorbiert an einen 
festen Trager. 

19 Verfahren zur Herstellung von Protelnen aus Pro-Proteinen. dadurch gekennzeichnet, daB ein Pro-Protein durch 
25 ein Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 1 3 proteolytisch gespalten wird. 

20 Verfahren nach Anspruch 19. dadurch gekennzeichnet. dafl ein Pro-Protein durch rekombinante Coexpresslon 
mit einem Fusionsprotein nach einem der Anspruche 1 bis 13 in vivo gespalten wird. 

30 21 . Verfahren nach Anspruch 1 9. dadurch gekennzeichnet. daB das Pro-Protein durch ein Fusionsprotein nach einem 
der Anspruche 1 bis 13 in vitro gespalten wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21 . dadurch gekennzeichnet. daB beide Reaktionspartner in Losung vorliegen. 

3S 23. Verfahren nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet. daB ein Pro-Protein durch Koku'tivierung von rek^^^^^^ 
nanten Zellinien, die ein Pro-Protein oder ein Fuskxisprotein nach einem der Anspruche 1 bis 1 3 exprimieren. 
gespalten wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23. dadurch gekennzeichnet. daB die Losung ein ZellkuiturGberstand-von re- 
40 kombinanten Zelllinien ist. 

25. Verfahren nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet. daB die Losung gereinigte Proteins enthalt. 

26. verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 25. dadurch gekennzeichnet. daB einer der Reaktionspartner immo- 
45 bilisiert ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 26. dadurch gekennzeichnet. daB das Pro-Protein immobilisiert ist und das Fusionspro- 
tein in Losung voriiegt. 

so 28. Verfahren nach Anspruch 27. dadurch gekennzeichnet. daB das Pro-Protein an einen Antikorper immobilisiert ist. 

29. Verfahren nach Anspruch 26. dadurch gekennzeichnet. daB das Fusionsprotein immobilisiert ist und das Pro- 
Protein in Losung vorii gt. 

ss 30. Verfahren nach Anspruch 29. dadurch gekennzeichnet, daB das Fusionsprotein an einem Affinitatstrager immo- 
bilisiert ist. 

31. Verfahren nach Anspruch 30. dadurch gekennzeichnet. daB der Affintatslrager ein Schwemietall Oder ein Antikor- 
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per (St. 



10 



5 



32. Verfahren nach einem der Anspruche 1 9 bis 31 ri^Ht .r^h 

eines Plasmaproteins. vorzugswe'se faZnx l^^^^^ ^^''^^^ Pro-Protein erne inaktive Vorstufe 

kann. In Konakt gebtacW wIrt. ' 015 1 3 mn .,„em testen Trager, welMie, das Fusioosprolein binden 

^«;r;.r "-^-^ da. «. Las», K«„.«„d 

V..*»„ „ac„ Mspn^ 34. dado,* ge.«„a,. da. d„ Ldson, g„„„,g,.. p„„„„,,^,, ,„^,„ 
Protein C au. pn^P,«aio O und Albu^b aS p^ll^"" ™' '^"<'" ^ P'-^ V, 

'^^;r^rr;arsrJ;■sr^~::rrndV:~^ 

aus p„>Faktor X, Faklor XI aus e^of MTx FMj7, t^ ^ T '"'^'^ Wlltebrand-FaMo,, FaWo, X 
aus pK.PM.ln c und Albumin au! pSIJfcS,,^ VII. F.Mo, V aus p^-FaMo, V. Pra.t, c 

'%rrrrFirr.:sT,:SorirvSt^er 

•us pn^FaWo, X Fakln, XI aus »c^aW« il Fal^, v f ^^^^ ™* Wlllsbrand-Faklor. FaWo, X 

•us p,oJ.«sln C und Albumin a^t lS!TJl^ 0'^'^ « Prolain C 

Prolsln C. A^umln und ein.n od„ ^..TZ^Zc^' ^i^l^i^TZT^^^^^^ ^- 
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794 Aminoacids {primary translation prodUict) ; i07 itoiinoacidfl Preprb-r«der 
eequetxce^ 687 Aminoacide mature fur In; 

cacaiytic domain AA 108 to 430; middle dcxnaLln AA 431 to 569; cye-rich region 

AA 570 to 660; Tranamenifarane region AA 695 to 720; cytoeolic region 

AA 721 to 794. These boundarieo ' represent approximated valuee rather than 

dletlnct boundaries I ^ 

Mature vrt: Furin ie 687 aciioo acida in length. 



(-107) 
1 

Frame 1 Met Glu I*eu Arg Pro Trp Leu Lai Trp Val Val Ala Ala rChr Gly Tte Leu Vol Leu 
A3X3 GAG CIG AGG CCC TGG TPG CTA TGG GTC GVA GCA GCA ACA GGA ACC TTO GTC CPG 
9 18 27 36 4 5 54 



Leu Ala Ala Asp Ala Gin Gly Gin Lyo Val Phe Thr Aen Thr Trp Ala Val Arg lie Pro Gly 
CTA GCA GCT GAT GCT CftG GGC CAG AA3 GTC TTC ACC AAC ACX3 TGG GOT OTO CCJC ATC OCT GGA 
66 75 84 93 102 ill 120 



Gly Pro Ala Val Ala Aen Ser Val Ala Arg Lys Hie Gly Phe Leu Aon Leu Gly Gin He Phe 
GGC CCA GOG GTG GCC AAC AGT GTGf GCA CGGf AAG CAT GC3G TTC CTC AAC CTO GGC GflG ATC TTC 
129 138 147 156 165 174 183 

Gly Asp Tyr Tyr His Phe Trp Hie Arg Gly Val Thr Lye Arg Ser Leu Ser Pro His Arg Pro 
GGG GAC THT TAC CAC TTC TGG CAT OSA GGA QT3 AOG AAG CGG TCC CTC TOG OCT CAC CGC COS 
192 201 210 219 228 237 246 

Arg Hie Ser Arg L^ Gin Arg Glu Pro Gin Val Gin Trp Leu Glu Qln Gin Val Ala lye Arg 
OGG CAC AGC OCSG CTO GAG AGG GAG CCT CAA GTA CAG TGfG CIG GAA GAG GAG GIG GCA AAG OSA 
255 264 273 282 291 300 309 



(-1) (*1) 
107 108 

Arg Thr Lys Arg Asp Val Tyr Gin Glu Pro Thr Asp Pro Lys Phe Pro Gin Gin Trp Tyr Leu 
OGG ACT AAA CGG GAC GTG TAC CAG GAG COC ACA GAC CCC AAG TTT CCT CAG CAG TGG TAC CTG 
318 327 336 345 354 363 372 

Ser Gly Val Thr Gin Arg Aap Leu Aon Val Lys Ala Ala Trp Ala Gin Gly Ty^^ <31y Hie 
TCP GGT GTC ACT CPO OGG GAC CIG AAT GTS AAG GOG GCC TGG GOG CAG GGC TAC ACA GGG CAC 
381 390 399 408 417 426 -435 

Gly He Val Val Ser He I^eu Asp Asp Gly lie Glu Lye Asn His Pro Asp Leu Ala Gly Asn 
GGC ATT (?IG GTC TCC AIT CTC GAC GAT GGC ATC GAG AAG AAC CAC COG GAC TTG GCA GGC AAT 
444 453 462 471 480 489 498 

Tyr Asp Fro Gly Ala Ser Phe Asp Val Asn Asp Oln Asp Pro Asp Pro Gin Pro Arg Tyr TSur 
TAT GAT CCT GGG GCC AGT TTT GAT GTC AAT GAC CAG GAC CCT GAC CCC CAG CCT CGG TAC ACA 
507 516 525 534 543 552 561 

Gin Met Asn Asp Aen Arg His Gly Thr Arg Cye Ala Gly Glu Val Ala Ala Val Ala Asn Asn 
CAG PCCG AAT GAC AAC AGG CAC GGC ACA OGG TGT GOG GGG GAA GTG GCT GOG GTG GCC AAC AAC 
570 579 588 597 606 615 624 

*;iy val Cys Gly Val Gly Val Ala Tyr Aen Ala Arg He Gly Gly Val Arg Met Leu Asp Gly 
CCT arc TOT OGT GTA OC3T GTG GCC TAC AAC GCC CGC ATT GGA GOG GTG 06C ATG CTG OAT GGC . 

633 642 651 660 669 678 687 



FIG. 4-A 



55 



EP 0 775 750 A2 



^" ^ - - S - ss; s ^ - ss s ss s; isj s? is? ss 



714 723 732 741 



750 



g s Si £5 s: s s s s s; ^ - - 

"1 840 849 858 867 876 

l»ur Lai ser He Ser Ser Ala Thr Gin Phe Gly Aan Val Pro Trp iw ser Olu Ala c 
AO. CrO TC. A^ AGC AGC GCC AO. C»G ^ GGC AAC <n« CC« ^ ^ 

. ^ "5 984 993 1002 

CT^ ^ ^ i^CS ^ ^* Giy Val Gly Ar« 

±2X8 1227 1236 1245 1254 



(+323) 
430 



SI ™' ?s J s s S5 ^ s - 

1299 1308 1317 

:s ss,^ ^ ^ s s;s - - - - - 2£ ii? ^ ^ 2S 2s 



'•^^^ ^335 1344 1353 1362 1371 



1380 



FIG. 4-B 
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^ ^ s ^ ^3 IS ^3 3s -3 - s?3 

SS S S - r 2S S - -3 ^ J 

{*462) {+463) 

S69 570 ^ {♦"S) 

1785 1794 1803 1812 1821 



^848 1857 1866 1875 



1884 



^ ^ 1938 i947 



(+553) 
660 



Thr <^ Gin Gly Pro Ma I«u rite Asp eye Leu Ser CVS Pro Ser His Ala s*.r. .w. 

^ ^ ore ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 

ia83 1992 2001 2010 

Wal Glu Gin Thr Qrs Ser Arg Gin Ser Gin Ser Ser Arg Olu Ser Pro Pro Gin Gin Gin Pr« 
<n« G« «e ACT a«C 0^ COG CAA AGO C«GAGCAGC^G«rr<X:S^^^SS^^ 
2°^° 2037 2046 2055 2064 2073 

(*600) (+602) 

!S ^'^^ Ala Gly Gin Ar^ Leu Ai^ Ala Gly Leu Pro Ser Hie 

2olI ^« CAA osG cix; CGG GCA GGi cro ens ^ 

2082 2091 2100 2109 2116 2127 2136 

(♦613) 
720 

Leu ^ Glu Val Val Ala Gly Leu Ser Cye Ala Phe He Val Leu Val Phe Val Thr Val Phe 
CTG OCT GAG GTG CIO GCC CXJCCrCAGCTGCGCCTrCATCCTGCIXSarc IS ^ ^ 

2^=* 2163 2172 2181 2190 2199 

Leu Val Leu Gin Leu Arg Ser Gly Phe Ser Phe Arg Gly Val Lve Val IVr Th,- M«r » 

FIG. 4-C 
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2298 2307 2316 2325 

(+687) 

^•^^^ 236X 2370 



2379 



FIG. 4-D 
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FIG. 10 
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FIG, 8 
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